





Relatório de Estágio 
Mestrado em Análises Clínicas 
Laboratório A.C.M. Lda. – Tondela, Portugal 
 
João Pedro Diogo Fernandes 
Dezembro 2011 a Julho 2012 
 
Áreas em destaque: Hematologia e Imunologia/Endocrinologia 
Orientadora: Dra. Cidália Mariluz Teixeira 
Tempo de Duração: 600 Horas 
  
Dissertação de estágio em análises clínicas realizado no Laboratório A.C.M. Lda. – Tondela 
no âmbito do mestrado em Análises Clínicas da Faculdade de Farmácia da Universidade de 
Coimbra orientado pela Dra. Cidália Mariluz Teixeira, Directora Técnica e Especialista em 
Análises Clínicas pela Ordem dos Farmacêuticos. 
Relatório de Estágio – Mestrado em Análises Clínicas João Pedro Fernandes 
P á g i n a  | 1 
ÍNDICE 
1. Introdução................................................................................................................................................ 5 
2. Fase Pré - Analítica ................................................................................................................................. 7 
3. Fase Analítica ........................................................................................................................................... 8 
3.1. Hematologia ..................................................................................................................................... 8 
3.1.1. Contador Hematológico - Sysmex XT-1800i ® ................................................................ 9 
3.1.2. Interpretação de Hemogramas .......................................................................................... 10 
3.1.3. Interpretação de Histogramas ............................................................................................ 13 
3.1.4. Reticulócitos ........................................................................................................................... 16 
3.1.5. Coloração de May-Grünwald-Giemsa .............................................................................. 16 
3.1.6. Coagulação .............................................................................................................................. 17 
3.1.7. Técnicas Manuais em Imuno-Hematologia ...................................................................... 18 
3.1.8. Velocidade de Sedimentação .............................................................................................. 20 
3.2. Bioquímica clínica .......................................................................................................................... 21 
3.2.1. Cobas 6000 – módulo c501® .............................................................................................. 21 
3.2.2. Proteinograma Electroforético........................................................................................... 24 
3.2.3. Hemoglobina glicada ............................................................................................................. 25 
3.3. Análise química de urina e fezes ................................................................................................ 25 
3.3.1. Urisys 2400 ® .......................................................................................................................... 25 
3.3.2. Sangue oculto nas fezes........................................................................................................ 26 
3.4. Imunologia e Endocrinologia ...................................................................................................... 27 
3.4.1. Enzimo-fluorescência (ELFA) - VIDAS ® .......................................................................... 27 
3.4.2. Electroquimioluminiscência - COBAS e411® & Elecsys 2010 ® .................................. 35 
3.4.3. Cobas 6000 – Módulo c501® .............................................................................................. 40 
3.4.4. Técnicas Manuais ................................................................................................................... 42 
3.5. Microbiologia ................................................................................................................................. 43 
3.5.1. Sistema Vitek 2 Compact ® ................................................................................................. 43 
3.5.2. Processamento Laboratorial ............................................................................................... 44 
Relatório de Estágio – Mestrado em Análises Clínicas João Pedro Fernandes 
P á g i n a  | 2 
3.5.3. Teste de Sensibilidade aos Antibióticos (TSA) ............................................................... 48 
3.5.4. Exame Parasitológico de Fezes .......................................................................................... 49 
4. Fase Pós - Analítica .............................................................................................................................. 49 
4.1. Controle de Qualidade ............................................................................................................... 49 
4.2. Validação Biopatológica de resultados ..................................................................................... 53 
5. Conclusão .............................................................................................................................................. 54 















Relatório de Estágio – Mestrado em Análises Clínicas João Pedro Fernandes 
P á g i n a  | 3 
RESUMO 
Pretende-se com este relatório de estágio descrever de forma sucinta todo o 
trabalho desenvolvido ao longo dos últimos seis meses no laboratório de Análises Clínicas 
A.C.M. Lda. em Tondela, no âmbito do estágio final para a obtenção do grau de mestre em 
Análises Clínicas pela Faculdade de Farmácia da Universidade de Coimbra. 
Os meios complementares de diagnóstico são, nos tempos actuais, uma importante 
área da medicina, complementando-se entre eles, e com as próprias ciências médicas com o 
objectivo principal de melhorar e garantir uma mais saudável qualidade de vida aos utentes.  
Irei ao longo das próximas páginas abordar de forma genérica todas as áreas de 
trabalho num laboratório, focando-me principalmente nas duas áreas em que desenvolvi 





The aim of this report is to briefly describe all the work that has been developed in 
the last six months at the A. C. M. Laboratories in Tondela, as part of the final internship in 
the Master of Clinical Sciences by the Faculty of Pharmacy of the University of Coimbra. 
The complementary diagnostics methods are, in the current time, an important field 
of medicine that complements the medical sciences with the main goal to improve and 
guarantee a healthy quality life to the patients. 
In the next pages, I will approach the different fields of work in a laboratory focusing 
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1. INTRODUÇÃO 
Os meios complementares de diagnóstico aplicados na saúde são uma área científica 
indispensável à investigação clínico-laboratorial, com a finalidade de dar suporte e viabilizar 
um correcto diagnóstico, tratamento e prevenção da doença no indivíduo e na comunidade. 
Este é o papel dos profissionais de Análises Clínicas integrados em equipas multidisciplinares, 
que desenvolvem a sua actividade ao nível da Patologia Clínica, através do estudo, da 
aplicação e da avaliação das técnicas e métodos analíticos próprios, com fins de diagnóstico e 
de rastreio. (1) 
Neste contexto, e utilizando as valências profissionais adquiridas durante o mestrado 
integrado em ciências farmacêuticas, decidi seguir a minha área de estudo nas análises 
clínicas. Este estágio curricular faz parte integral do plano de estudos do Mestrado em 
Análises Clínicas da Faculdade de Farmácia, iniciado no ano lectivo 2010/2011; foi 
desenvolvido entre Dezembro de 2011 e Julho de 2012 no laboratório A.C.M. Lda. em 
Tondela e realizado sob orientação da Dra. Cidália Mariluz Teixeira, especialista pela Ordem 
dos Farmacêuticos em Análises Clínicas e directora técnica do laboratório onde decorreu o 
estágio. 
O laboratório A.C.M. Lda. é certificado pela norma NP EN ISO 9001:2008 
cumprindo todos os requisitos da mesma e do manual das boas práticas laboratoriais da 
Ordem dos Farmacêuticos, e conta com 7 postos de colheitas distribuídos por três 
concelhos do distrito de Viseu (Tondela, Carregal do Sal e Oliveira de Frades) e no distrito 
de Coimbra (Oliveira do Hospital). Conta com um fluxo médio de 70 utentes por dia, 
apresentando ainda um pequeno volume de cerca de 5 amostras veterinárias por dia 
provenientes de duas clínicas veterinárias da cidade de Tondela. Apresenta uma equipa 
multidisciplinar, constituída por bioquímicos, farmacêuticos e técnicos de análises clínicas e 
permitiu-me durante o estágio desenvolver competências no âmbito da Hematologia, 
Coagulação, Química Clínica, Imunologia, Endocrinologia e Microbiologia, possibilitando 
deste modo complementar e consolidar os conhecimentos teóricos e práticos previamente 
adquiridos, assim como fazer parte da equipa de trabalho na rotina diária e contactar 
directamente com a prática laboratorial, e a biovalidação final de resultados analíticos. 
Durante a realização do estágio foram planificados objectivos concretos: consolidar 
os conceitos e conteúdos apreendidos durante o período teórico das aulas, actuar com 
elevado perfil ético e deontológico, desempenhar correctamente e ajudar a melhorar as três 
etapas que constituem o processo analítico (fase pré-analítica, fase analítica e fase pós 
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analítica); desenvolver competências específicas necessárias para analisar, concluir e decidir; 
analisar criticamente e reflexivamente os resultados obtidos, tendo em conta sempre a 
avaliação clínica do paciente. Todas as áreas do laboratório foram cobertas pelo estágio, 
tendo sido aprofundados os meus conhecimentos práticos em duas áreas clínicas específicas: 
Hematologia (capítulo 3.1.) com a utilização do Sysmex XT1800i® e 
Imunologia/Endocrinologia (capítulo 3.4.) com a utilização dos instrumentos Vidas®, Elecsys 
2010® e Cobas e411®, que serão descritas com mais pormenor durante este relatório de 
estágio. 
O Laboratório de Análises Clínicas A.C.M. Lda., apresenta dois espaços distintos. No 
espaço destinado ao contacto com os utentes, existe uma sala de recepção, duas salas de 
colheitas, e todos os meios indispensáveis para o correcto funcionamento da fase pré-
analítica. No outro espaço encontramos o laboratório propriamente dito, onde são 
efectuadas todos os procedimentos analíticos relativos aos serviços requisitados. Um 
software informático é comum a todo o laboratório. O utilizador é identificado por palavra 
passe o que permite não só uma rastreabilidade de amostras como também o acesso à 
identificação do utente, ao seu histórico, ao registo do controlo de qualidade e a todo um 
conjunto de parâmetros essenciais à fluidez do processo laboratorial. 
 
Apresenta também uma rede de processos para controlar todo o procedimento 
laboratorial que engloba a realização de análises clínicas (desde o primeiro contacto com o 
utente até à entrega dos resultados laboratoriais). (Fig. 1) A melhoria contínua no 
Laboratório A.C.M. Lda. é baseada no Ciclo de Melhoria PDCA: (Plan-Do–Check-Act) Planear, 
Implementar, Verificar e Actuar. Todo o processo de execução analítica assenta em três 
fases: fase pré-analítica, fase analítica e fase pós analítica.  
Figura 1- Rede integrada de processos em vigor no laboratório A.C.M. Lda. 
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2. FASE PRÉ – ANALÍTICA 
A fase pré-analítica compreende as operações que antecedem a análise laboratorial. 
Fazem parte desta fase o contacto directo com o utente, a colheita e transporte da amostra 
biológica, recepção dos vários produtos biológicos, fase de identificação e registo do 
produto, verificação do pedido de análises e processamento da amostra. Para identificação 
das amostras são utilizados códigos de barras com o nome do paciente e informação para o 
serviço onde se destina, eliminado assim possíveis erros que possam surgir após uma 
incorreta identificação das amostras.  
A colheita de amostras biológicas destinadas a exames laboratoriais, constitui uma 
das importantes etapas da fase pré-analítica. A maior percentagem de erros surge nesta fase, 
e uma colheita mal efectuada, é muitas vezes a causa de resultados inexactos e imprecisos, e 
pode não ser possível a validação final de resultados a nível biopatológico. (2) 
A primeira abordagem ao paciente é a identificação deste, usando para isso um 
documento oficial ou um documento interno do laboratório utilizado para esse fim, após 
esse procedimento efectua-se o registo no sistema informático dos dados do paciente e da 
requisição por este apresentada (requisição médica, requisição oral pelo paciente, etc.) e 
claramente se identifica o documento que vai servir de base para todo o processo analítico. 
Seguidamente faz-se a recolha do produto biológico a analisar.  
De forma suscita, descrevem-se os procedimentos para a correcta colheita de 
produtos biológicos nesta fase. A colheita de sangue é feita por punção venosa percutânea 
das veias periféricas utilizando o sistema Vacuette® - método de vácuo, ou seringa. Devido às 
especificidades analíticas de cada procedimento, o tubo de recolha a ser utilizado e o 
anticoagulante específico deverão ser escolhidos nesta fase. A colheita de urina para 
realização da análise sumária da mesma é realizada para recipiente estéril e, quando é 
requisitada urocultura e eventual antibiograma, a urina é recolhida após higienização do 
meato urinário com um toalhete bactericida e após descarte do jacto inicial de urina. Esta 
colheita é feita preferencialmente no espaço físico do laboratório ou dos postos de 
colheitas. A colheita de outros fluidos corporais específicos (exsudados, expectoração, 
esperma, cabelos, unhas, etc.) são realizadas de acordo com procedimentos próprios, 
podendo recorrer-se a dispositivos médicos específicos ou outros materiais cirúrgicos de 
extracção.  
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As amostras são depois acondicionadas devidamente, sujeitas a vários procedimentos 
(centrifugação, confirmação de pedido, etc.) e devidamente enviadas ao laboratório (no caso 
de provirem de postos de colheitas) em contentores estanques, devidamente refrigerados e 
ao abrigo da luz. Uma vez no laboratório são novamente verificadas e separadas para os 
diferentes serviços onde serão utilizadas. Pontualmente pode sugerir a necessidade de 
contacto do utente, solicitando uma nova colheita, quando as características do produto 
recolhido não reúnem as condições de processamento laboratorial.  
3. FASE ANALÍTICA 
A fase analítica corresponde ao procedimento analítico em si, e a todas as técnicas, 
mecanismos e avaliações inerentes ao processo. Em seguida, de forma sucinta, irei abordar 
todas as áreas percorridas durante o estágio, aprofundando teoricamente aquelas onde 
desenvolvi maior actividade: Hematologia (capítulo 3.1) e Imunologia/Endocrinologia 
(capítulo 3.4). 
3.1. HEMATOLOGIA 
A hematologia compreende o estudo do sangue e dos tecidos hematopoiéticos que 
correspondem a um dos maiores sistemas orgânicos do Homem. O sangue constitui cerca 
de 6 a 8% da massa corporal total e consiste em células sanguíneas suspensas num fluido 
denominado plasma. Os principais tipos de células sanguíneas são os eritrócitos, os 
leucócitos e as plaquetas. O plasma perfaz cerca de 45 a 60% do volume total sanguíneo e os 
eritrócitos ocupam grande parte do volume restante. Os leucócitos e as plaquetas, embora 
fisiologicamente importantes, ocupam um volume significativamente menor.   
A hematologia de rotina é uma das áreas mais requisitadas pelos clínicos. Dentro de 
um laboratório, esta inclui algumas das análises mais pedidas: hemograma, contagem de 
plaquetas e velocidade de sedimentação. Os resultados obtidos revestem-se de extrema 
importância especialmente em conjugação com os resultados provenientes das restantes 
áreas. Estas determinações são efectuadas no laboratório A.C.M. Lda. através de: métodos 
automáticos (para o hemograma e contagem de plaquetas utiliza-se um Sysmex XT-1800i®, 
para o cálculo da velocidade de sedimentação utiliza-se o Vestmatic-30®); métodos semi-
automáticos (para determinações na área da coagulação, onde o tempo de protrombina e o 
tempo de tromboplastina parcial activado são determinados utilizando um Coatron M2®) e 
métodos manuais (para a contagem de reticulócitos, grupo sanguíneo, factor Rh, entre 
outras). 
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3.1.1. CONTADOR HEMATOLÓGICO - SYSMEX XT-1800I ® 
No Sysmex XT-1800i® (Fig. 2), são executados os pedidos de hemograma 
(eritrograma e leucograma) e contagem de plaquetas. Para isso, utiliza-se amostras de sangue 
total colhido em tubos de EDTA K3. A amostra uma vez dentro do aparelho, será dividida 
em 4 partes para executar 4 diluições diferentes e seguir para os respectivos canais 
diferenciados (Tab. I). O princípio básico para a contagem celular no analisador Sysmex XT-
1800i ® é a citometria de fluxo. 
 






A metodologia utilizada neste canal permite-nos fazer a determinação da 
hemoglobina. O método SLS-Hb, tal como o nome indica, usa o surfactante laurilsulfato de 
sódio (SLS), evitando o uso de cianeto. A reacção ocorre pela ordem descrita na tabela II, 
após aspiração e diluição. A quantificação é feita pela leitura da absorvância do pico a 535nm 
e do pico adjacente a 560nm. (3) 
Tabela II 
Ordem de reacções do canal HGB 
1 º Hemólise dos eritrócitos; 
2 º Alteração da conformação da molécula de globulina; 
3 º Oxidação do ferro; 
4 º Formação do complexo SLS-Hb 
 
CANAL RBC/PLT  
O XT-1800i® conta e detecta o tamanho dos eritrócitos e plaquetas usando o 
método da focagem hidrodinâmica (HDF). O objectivo da HDF é reduzir a perda e variação 
de pulsos devido à passagem não axial na zona de detecção e recirculação de células, os 
quais podem causar falsas contagens celulares. Neste método, as partículas, sob uma ligeira 
Canais Sysmex XT 1800i ® 
Canal HGB – diluição 1:375 
Canal RBC/PLT – diluição 1:500 
Canal 4DIFF – diluição 1:52 
Canal WBC/BASO – diluição 1:50 
Figura 2 – Sysmex XT 1800i ® 
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pressão, são injectadas a partir da abertura formando uma coluna de partículas. Esta coluna é 
rodeada pelo diluente, obrigando a um alinhamento partícula a partícula servindo assim de 
guia para a passagem das mesmas pelo orifício e subsequentemente pelo tubo de captura. (3) 
Neste canal obtém-se a contagem de eritrócitos, plaquetas, o volume globular médio e o 
volume plaquetário médio. 
CANAL 4DIFF  
O papel do surfactante, usado como primeiro reagente, consiste na lise e colapso dos 
eritrócitos e plaquetas e na abertura de poros nas membranas dos glóbulos brancos. A 
seguir, o corante de polimetina migra para dentro dos leucócitos danificados e liga-se aos 
ácidos nucleicos e organitos citoplasmáticos. Quando expostos à luz do laser a 633nm, a 
intensidade de fluorescência é proporcional ao conteúdo em ácidos nucleicos. 
Posteriormente, um ácido orgânico liga-se especificamente aos grânulos dos eosinófilos, 
permitindo a sua diferenciação dos neutrófilos através de um sinal superior de side scatter. 
Posteriormente, o aparelho diferencia os leucócitos em 4 tipos: neutrófilos, eosinófilos, 
linfócitos e monócitos utilizando os respectivos sinais de side scatter. (3) 
CANAL WBC/BASO  
Neste canal, o Sysmex XT-1800i® usa os sinais forward e side scatter. Um reagente 
ácido provoca uma lise fazendo diminuir os eritrócitos e plaquetas e reduz os leucócitos a 
simples núcleos, com excepção dos basófilos, permitindo a contagem do número total de 
leucócitos e a contagem de basófilos. (3)  
A redução de tamanho dos eritrócitos e plaquetas e a passagem dos leucócitos (com 
excepção dos basófilos) a simples núcleos é feita, novamente por um surfactante. As 
diferenças volumétricas resultantes entre os basófilos e as restantes células são analisadas a 
partir das informações provindas dos feixes forward scatter e side scatter. Os dois feixes fazem 
também a diferenciação entre as células de tamanho menor anucleadas e as células 
nucleadas. O somatório das informações obtidas vai resultar na contagem do número total 
de leucócitos e a contagem do número de basófilos.  
3.1.2. INTERPRETAÇÃO DE HEMOGRAMAS 
Os eritrócitos são as células responsáveis pela oxigenação tecidular. São células 
anucleadas, provenientes da eritropoiese e apresentam no seu conteúdo celular 
hemoglobina, molécula responsável pelo transporte de oxigénio.  
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Os eritrócitos definem-se por três parâmetros quantitativos principais: o 
hematócrito, a concentração de hemoglobina e a contagem de eritrócitos. Três índices 
adicionais permitem descrever características qualitativas médias e incluem o Volume 
Globular Médio (VGM), a Hemoglobina Globular Média (HGM), e a Concentração Média da 
Hemoglobina Globular (CMHG). 
Tabela III - Classificação de anemia atendendo ao volume eritrocitário médio 
Classe de Anemia Patologia Associada 
Microcíticas 
(VCM <80 fL) 
Ferropenias, talassemias sideróblasticas congénitas ou tóxicas, 
atransferrinemia, síntese deficiente de hemoglobina 
Normocíticas 
(VCM 80-105 fL) Gravidez, doenças crónicas, aplasias 
Macrocíticas 
(VCM >100 fL) 
Défice de ácido fólico ou vitamina B12, destruição hemolítica 
crónica, alcoolismo, tabagismo, hipotiroidismo, hepatopatias 
 
A anemia pode ser considerada como uma redução na massa eritrocitária, levando a 
uma menor capacidade de transporte de oxigénio para atender às necessidades tecidulares. 
Esta redução de massa pode ocorrer quando a produção de eritrócitos é deficitária ou 
quando a sua destruição ou perda excede a capacidade de reposição da medula óssea. (4) 
As anemias podem ser classificadas com base na concentração de hemoglobina dos 
eritrócitos, no tamanho dos eritrócitos (Tab. III) ou na categoria do distúrbio responsável 
pela anemia (distúrbios da eritropoiese, perda excessiva de eritrócitos e distribuição anormal 
dos eritrócitos) (Tab. IV). 
A caracterização dos tipos e da gravidade da anemia é assim determinada pela 
concentração da hemoglobina e restantes índices anteriormente referidos. A produção de 
eritrócitos é avaliada pela contagem de reticulócitos, que avalia o número de eritrócitos 
funcionais produzidos pela medula óssea. O esfregaço de sangue periférico é um dos exames 
laboratoriais mais importantes na avaliação de qualquer paciente com anemia, fornecendo 
muitos indícios sobre a sua etiologia. Os exames laboratoriais que permitem classificar uma 
anemia são variados e o seu pedido depende do nível de suspeita do clínico relativamente à 
sua etiologia. 
A anemia por deficiência de ferro é o tipo de anemia mais comum e é observada 
frequentemente durante a infância, adolescência e gravidez, onde as necessidades de ferro 
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são maiores. Em indivíduos adultos a perda crónica de ferro (ou a má absorção deste) é 
comum, sendo as causas principais alterações a nível gastrointestinal e a nível genito-urinário. 
Tabela IV - Classificação de anemia atendendo ao distúrbio responsável pela origem 
Classe de Anemia Causa Patologia Associada 
Produção deficiente ao 




Anemia aplástica, infiltração/ fibrose, 
anemia causada por um tumor 
Deficiência de 
ferro leve a 
moderada 




Inflamação, condições metabólicas (ex. 
hipotiroidismo), doença renal, anemia 








Deficiência de ferro severa e 
prolongada, talassemia, anemia 
sideroblástica 
Defeitos ao 
nível do núcleo 
Falta de folato, falta de vitamina B12, 
toxicidade de alguns medicamentos 
Baixa sobrevivência 




Anemia aplástica, infiltração/ fibrose, 
anemia causada por um tumor 
Perda de sangue Hemorragia 
Por exemplo, devido a um sangramento 
excessivo durante a menstruação 
(menorragia), cancro do cólon 
 
Para permitir uma correcta avaliação da classe de anemia podem ser pedidos 
doseamentos complementares. Doseamento de ferritina, ácido fólico, vitamina B12, 
transferrina, ferro sérico, taxa de saturação de transferrina e capacidade total de fixação do 
ferro, entre outros, são de extrema importância no diagnóstico. 
Os leucócitos existentes no sangue periférico normal representam três populações 
celulares importantes e morfologicamente distintas: granulócitos, linfócitos e monócitos, e 
são, no sentido lato, as células responsáveis pela manutenção do sistema imunitário no 
Homem. Pode ainda ser considerado normal a presença de um número baixo de leucócitos 
circulantes em penúltimo estadio de diferenciação. 
O leucograma diferencial fornece as proporções dos diferentes tipos celulares que 
constituem o número total de leucócitos. Em muitas situações neoplásicas, inflamatórias e 
imunológicas, as proporções celulares podem surgir alteradas, apesar de uma contagem total 
inalterada. O aumento do número de leucócitos designa-se leucocitose que resulta, na 
maioria dos casos, do aumento do número de neutrófilos. As infecções do tipo bacterianas 
estão normalmente associadas a neutrofilia, infecções víricas a linfocitose e infecções 
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se por leucopenia resulta geralmente de uma diminuição do número de neutrófilos.
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Vários factores podem levar a alterações no hemograma, sem que isso represente o 
estado patológico do paciente. A realização e posterior validação de hemogramas, está 
sujeita assim a inúmero factores que são necessários avaliar nesse processo. 
Uma contagem falsamente elevada de eritrócitos pode ocorrer pela presença de 
eritrócitos não lisados, assim como pela precipitação de proteínas em pacientes com 
mieloma múltiplo. O aumento dos níveis de crioglobulina (decorrente de mieloma, 
carcinoma, leucemia, macroglobulinemia, distúrbios linfoproliferativos, tumores metastáticos, 
doenças auto-imunes, infecções, aneurisma, gravidez, fenómenos tromboembólicos, diabetes, 
etc.), podem elevar as contagens de eritrócitos e diminuir as de leucócitos ou plaquetas. A 
amostra deve ser aquecida até 37°C e reanalisada de seguida. O mesmo deve ser efectuado 
quando estamos perante uma aglutinação eritrocitária mediada por imunoglobulinas de 
classe IgM. Uma outra interferência resulta da presença de plaquetas macrocíticas em 
número elevado podendo aumentar a contagem de leucócitos. A leucemia pode provocar 
uma contagem muito baixa de eritrócitos devido ao aumento da fragilidade dos leucócitos, o 
que leva à destruição de algumas dessas células durante a contagem. Esses fragmentos 
também interferem com os parâmetros diferenciais dos leucócitos (Fig. 4). As drogas 
citotóxicas e imunossupressoras também podem ser uma das causas de aumento da 






Os eritrócitos mal lisados provocam um resultado falsamente elevado de 
hemoglobina, mas que pode ser detectado através da observação de valores anormais na 
HGM e da CHGM e do aumento da linha de base na borda de referência do histograma dos 
eritrócitos. Uma contagem extremamente elevada de leucócitos causa uma dispersão 
excessiva de luz. Uma concentração elevada de lípidos na amostra de sangue confere uma 
aparência ”leitosa” ao plasma. Outros factores de interferência são as hiperproteinémias e 
hiperbilirrubinémias. A aglutinação de eritrócitos pode produzir valores inexactos de 
Figura 4 – Comparação de histograma leucocitário normal (a)  
e histograma apresentado erro de scatter devido a mieloplasia (b) 
a)                                  b) 
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3.1.4. RETICULÓCITOS 
Os reticulócitos são células anucleadas, no último estadio da eritropoiese, 
apresentando ainda no seu interior vestígios de grânulos de ribossomas, algumas 
mitocôndrias e ácidos nucleicos. 
Os reticulócitos são contabilizados através de um método manual, com o auxílio de 
um contador celular. Expõem-se os eritrócitos durante 15 minutos a um corante específico 
para ácidos nucleicos (azul brilhante de Cresil), a 37ºC; o corante fixa-se aos ácidos nucleicos 
ainda presentes nos eritrócitos. Observa-se ao microscópio óptico, utilizando uma objectiva 
de 100x e após contabilização de 1000 células da linhagem eritrocitária, avaliamos o número 
existente de eritrócitos com resíduos de ácidos nucleicos, o resultado é expresso em 
percentagem e representa a actividade eritropoiética medular em situação de libertação 
normal para a corrente sanguínea. (4)  
3.1.5. COLORAÇÃO DE MAY-GRÜNWALD-GIEMSA 
Esta coloração é útil para corar esfregaços realizados de sangue periférico, e 
realizam-se em três condições: a pedido do clínico, quando necessário seguindo o algoritmo 
acima descrito, ou para pesquisa e contagem de parasitemia (sendo que o método da gota 
espessa também é utilizado). Os esfregaços de sangue periférico podem ser preparados, no 
momento da colheita, a partir de sangue total sem anticoagulante ou a partir de sangue com 
anticoagulante (EDTA K3). A coloração May-Grünwald-Giemsa é uma coloração o tipo 
Romanowsky. Os dois componentes principais são o Azur B (Trimetiltionina) e Eosina Y 
(Tetrabromofluoresceína). O Azur B liga-se a moléculas aniónicas, enquanto a Eosina Y liga-
se aos sítios catiónicos proteicos. Assim, os ácidos nucleicos e proteínas têm afinidade para 
o corante básico – Azur B, enquanto que o grupo de moléculas da hemoglobina tem 
afinidade para os corante ácidos sendo corados pela Eosina. Relativamente às granulações 
leucocitárias temos: as neutrofílicas levemente coradas pelo Azur, as basofílicas coradas 





Figura 7 - Aspecto celular após coloração May-Grünwald-Giemsa 
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3.1.6. COAGULAÇÃO 
O Coatron M2® é o equipamento utilizado para o estudo da coagulação, tem como 
método a detecção do coágulo por alteração da densidade óptica do meio de reacção. Os 
testes da coagulação são executados em plasma com citrato numa razão de uma parte de 
citrato para nove de sangue. 
A coagulação envolve as plaquetas e os factores de coagulação, os quais após a lesão 
são activados sequencialmente dando origem àquilo que chamamos a “cascata da 
coagulação”. A função principal é a selagem das zonas vasculares lesadas, com a formação de 
um rolhão plaquetário reforçado com fibrina e, finalmente, a retracção do coágulo. Os 
inibidores da coagulação, por sua vez, constituem um sistema de controlo ligando-se ao 
excesso de factores prevenindo a formação de trombos.  
Os testes in vitro permitem distinguir 2 vias da cascata: via intrínseca e via extrínseca. 
Actualmente considera-se que in vivo ambas as vias são activadas e, portanto, a cascata deve 
ser considerada como um todo. 
O Tempo de Tromboplastina Parcial Activada (APTT) avalia a via intrínseca da 
cascata da coagulação pelo que testa a pré-calicreína, o cininogénio de alto peso molecular e 
os factores XII, XI, IX e VIII. Avalia também a via comum (factores X, V, II e I). Utiliza-se na 
detecção de deficiências congénitas e adquiridas destes factores e na monitorização 
terapêutica da heparina. (4) Neste teste utilizam-se substitutos de fosfolípidos plaquetários 
como a cefalina ou a inositina que são tromboplastinas parciais, incapazes de activar a via 
extrínseca. O plasma é colocado na presença de um destes fosfolípidos pró-coagulantes 
(cefalina neste caso), de um activador por contacto (Kieselguhr) e de cálcio. Regista-se, então, 
o tempo que o plasma leva a coagular. O APTT pode estar prolongado em situações como 
deficiência dos factores I, II, V, VIII, IX, X, XI, XII, pré-calicreína e HMWK (Kininogen de alto 
peso molecular), doença hepática, coagulação intravascular disseminada (CID), terapêutica 
com heparina, anticoagulantes orais (doses altas) e trombolitícos. O APTT pode estar 
diminuído em qualquer estado de hipercoaguabilidade. 
O Tempo de Protrombina (PT) avalia a via extrínseca da cascata da coagulação bem 
como a subsequente via comum. Reflecte alterações em três dos factores dependentes da 
vitamina K (factor II, VII e X), do fibrinogénio e do factor V. (4) É utilizado na monitorização 
dos anticoagulantes orais. Consiste na adição de tromboplastina com cálcio ao plasma 
citratado iniciando a cascata de reacções da qual resulta a formação de um coágulo de 
fibrina. O tempo decorrido entre a pipetagem do reagente e a formação de coágulo é 
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medido. Os resultados são referenciados como International Normalized Ratio (INR), razão 
entre o PT do paciente e o PT de referência elevado ao International Sensitivity Index (ISI) 
específico de referência. 
O ISI reflecte as variações específicas de cada reagente, de acordo com as 
especificações de cada fabricante, mas pode ser alterado sempre que as nossas amostras 
biológicas reflictam variações tendenciais à média normalizada. (5) Devido a alterações 
sistemáticas no fornecimento comercial deste reagente e, após ponderada a relação 
custo/benefício na aquisição de um novo equipamento, com todas as alterações processuais 
que daí adviriam, foi me proposto durante a realização do estágio nesta área a normalização 
do ISI. Utilizando uma pool de 40 amostras de pessoas saudáveis e sem histórico de 
problemas de hemostase, ajustou-se o ISI fornecido. Os tempos de protrombina de todas as 
amostras de plasma foram convertidos aos correspondentes valores logarítmicos. Uma 
regressão ortogonal foi então calculada e o valor do novo ISI retirado dessa regressão por 
ajuste do ISI fornecido.  
 Um INR prolongado pode traduzir deficiência dos factores I, II, V, VII, e X, 
deficiência de vitamina K, terapêutica com anticoagulantes cumarínicos ou com heparina em 
doses elevadas, doença hepática grave, síndrome nefrótico, CID. O INR pode estar 
diminuído em estados pró-trombóticos (como períodos pós-parto ou pós-cirúrgico). (6) 
3.1.7. TÉCNICAS MANUAIS EM IMUNO-HEMATOLOGIA 
Serão em seguida descritas as técnicas manuais utilizadas em imuno-hematologia, com 
uma breve descrição teórica, que foram realizadas durante o meu estágio. 
TIPAGEM SANGUÍNEA A, B, O: 
 A tipagem ABO é um dos parâmetros de maior importância dentro da imuno-
hematologia, tendo implicações a nível de transfusões e de transplantação. Os antigénios 
ABO são expressos ao nível da membrana eritrocitária, endotelial e epitelial, 
desempenhando um papel muito importante como antigénios de histocompatibilidade. (4) 
Existem 4 grupos sanguíneos: A, B, AB e O. Os epítopos antigénicos são 
determinados por hidratos de carbono ligados a polipéptidos ou lípidos, formando 
respectivamente glicoproteínas ou glicolípidos. A cada antigénio corresponde uma iso-
aglutinina (Anti-A ou Anti-B), a qual está ausente num soro de um sujeito com o respectivo 
antigénio sobre as hemácias. Serologicamente, temos 2 subgrupos principais do Antigénio A: 
A1 e A2. A predominância é de A1 com cerca de 80% e os restantes pertencem ao grupo 
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A2. Existem ainda outros subgrupos A, mas reflectem mutações no gene A. Os reagentes 
usados para a grupagem sanguínea são anticorpos monoclonais IgM: Anti-A, Anti-B e Anti-
AB. O método usado é a aglutinação directa com um reagente que indica a presença do 
antigénio correspondente. 
TIPAGEM RH: 
Este sistema é muito complexo e, por essa razão, classifica-se os indivíduos como Rh 
positivo e Rh negativo, dependendo da presença ou ausência de antigénio D. Quando um 
indivíduo não possui antigénios do sistema Rh, o sistema imunitário é facilmente estimulado 
produzindo anticorpos quando na presença glóbulos vermelhos de antigénio positivo. (4) 
Estas situações podem ocorrer numa gravidez ou transfusão, podendo dar origem à doença 
hemolítica do recém-nascido ou a outras reacções hemolíticas graves.  
Existem ainda indivíduos que têm uma expressão mais fraca do que o habitual do 
antigénio D, o que pode ser problemático a nível transfusional. A expressão D-fraco indica 
indivíduos com um número reduzido de antigénio D, enquanto D-parcial indica indivíduos 
com falta de epítopos D ou alterados. A técnica usada é igual à grupagem ABO, ou seja, 
aglutinação. O procedimento é o mesmo e é realizado ao mesmo tempo da grupagem ABO, 
sendo que a aglutinação corresponde a Rh positivo e a sua ausência é Rh negativo. A 
confirmação dos casos Rh negativos faz-se por técnica em tubo, utilizando um reagente com 
clones diferentes. 
COOMBS DIRECTO E INDIRECTO: 
O teste de Coombs é um dos principais testes serológicos imuno-hematológicos para 
detectar os anticorpos capazes se unir ao seu antigénio homólogo eritrocitário sem 
desencadear a aglutinação das hemácias.  
Os anticorpos fixos sobre as hemácias são detectados com ajuda de um soro com 
antiglobulinas humanas. Este reagirá com os anticorpos à superfície das hemácias 
sensibilizadas provocando a aglutinação entre elas.  
O Coombs Directo tem como objectivo detectar os anticorpos incompletos fixos in 
vivo sobre as hemácias do sujeito. O Coombs Indirecto tem como objectivo a pesquisa no 
soro de anticorpos incompletos, incapazes de se ligarem sobre as hemácias susceptíveis de 
serem detectados pelo teste de coombs directo. O reagente usado permite reconhecer 
anticorpos do tipo IgG e do tipo IgM. Os anticorpos do tipo IgM que cobrem as hemácias 
fixam o complemento in vivo (e in vitro se a reacção se processar em presença de 
Relatório de Estágio – Mestrado em Análises Clínicas João Pedro Fernandes 
P á g i n a  | 20 
complemento). Este reagente detecta a presença de fracções de complemento à superfície 
da hemácia, pois contem anti-C3d. A técnica baseia-se no princípio da hemaglutinação. (4) 
3.1.8. VELOCIDADE DE SEDIMENTAÇÃO 
A velocidade de hemo-sedimentação (VS) é uma análise que consiste em avaliar a 






O Ves-matic 30® (Fig. 8) é o equipamento que determina a velocidade de 
sedimentação, de acordo com o método Diesse – sistema automático. Este equipamento 
possui a capacidade de processar, simultaneamente, 30 amostras. (7) O método consiste em 
colocar sangue venoso num tubo com anticoagulante citrato de sódio 3,8% onde é medida a 
altura da camada de eritrócitos sedimentados num determinado período de tempo. A 
velocidade de sedimentação pode ainda ser determinada manualmente (método Westergren 
modificado), colocando sangue venoso anti coagulado numa pipeta graduada, esta é 
preenchida até à marca zero e deixada na posição vertical durante uma hora. A VS, expressa 
em mm/h, será a distância do sedimentado até ao topo da coluna inicial de eritrócitos 
(marca 0).  
Os valores da VS podem ser influenciados por alguns erros analíticos como inclinação 
do tubo, temperatura ambiente elevada (> 25ºC), concentração de anticoagulante maior que 
a recomendada, medicamentos (heparina, contraceptivos orais), gravidez, que levam a um 
aumento da VS. Por outro lado, temperatura mais baixa que o recomendado (< 20ºC), 
atraso na realização do teste (deve ser feito até 2 horas após a colheita), medicamentos 
como anti-inflamatórios não esteróides em altas doses e corticosteróides diminuem a VS. 
A VS é útil na monitorização de doenças como artrite temporal, polimialgia 
reumática, linfoma de Hodgkin e doenças inflamatórias crónicas como lúpus eritematoso e 
artrite reumatóide. Contudo, devido à baixa especificidade, este teste não deve ser usado 
isoladamente, sendo os critérios clínicos indispensáveis.  
Figura 8 - Ves-matic 30 ® 
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3.2. BIOQUÍMICA CLÍNICA 
A secção de bioquímica clínica do laboratório A.C.M. Lda. conta com um auto-
analisador Cobas 6000 – Módulo C501®, que apresenta uma solução integrada de métodos 
turbidimétricos, colorimétricos, imunoenzimáticos e um módulo ISE, que permite o 
doseamento do cloro, do potássio e do sódio. Neste capítulo irei ainda abordar a realização 
de proteinogramas electroforéticos e o procedimento para o doseamento da hemoglobina 
glicada. 
3.2.1. COBAS 6000 – MÓDULO C501® 
O método imunoturbidimétrico utiliza anticorpos específicos para quantificação das 
proteínas séricas e tornou-se uma valiosa ferramenta de diagnóstico. As propriedades de 
dispersão da luz dos agregados de antigénio-anticorpo foram observadas pela primeira vez 
por Pope e Healey, em 1938. Ritchie utilizou leituras turbidimétricas para quantificar 
proteínas específicas. Lizana e Hellsing descreveram a intensificação da polimerização com 
polietilenoglicol (PEG) para melhorar a sensibilidade e aumentar a taxa de formação do 
complexo antigénio-anticorpo, permitindo a rápida progressão da reacção até ao fim e 
reduzindo o risco de falsos negativos em amostras que contenham antigénio em excesso. (8) 
Concentrações elevadas de antigénio podem originar o efeito de hook, do qual resultam 
falsas concentrações baixas. 
O método colorimétrico utiliza a comparação da cor de uma amostra com a de um 
padrão, em circunstâncias adequadas, podemos saber a concentração de uma dada 
substância na amostra. (9) A espectrofotometria consiste na medição da intensidade 
luminosa da luz a um comprimento de onda seleccionado, designando-se de 
espectrofotómetros os equipamentos que seleccionam o comprimento de onda desejado. 
Os testes colorimétricos baseiam-se na medição das variações de absorção na zona visível 
(entre 400 e 700 nm). (10) 
O módulo ISE confere ao sistema um método electrónico, por potenciometria 
indirecta para determinações iónicas. A potenciometria é a medição da diferença de 
potencial entre dois eléctrodos numa célula electroquímica. Um eléctrodo consiste num 
condutor metálico em contacto com uma solução electrolítica. Os eléctrodos selectivos são 
sensores com capacidade para medir directamente fluidos biológicos. Os eléctrodos 
selectivos de iões medem sódio, potássio e cloro (amostra de soro). O potencial de cada 
eléctrodo é medido relativamente a um eléctrodo de voltagem estável fixa por cloreto de 
prata, o eléctrodo de referência. Um eléctrodo selectivo de ião desenvolve uma voltagem 
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que varia com a concentração do ião ao qual responde. (8) A relação entre a voltagem 
desenvolvida e a concentração do ião detectado é logarítmica, sendo expressa pela equação 
de Nernst.  
Os métodos enzimáticos são mais rápidos, mais sensíveis e menos trabalhosos do 
que os métodos químicos. Os reagentes enzimáticos conservam-se bem quando liofilizados, 
no entanto, uma vez hidratados têm um período de utilização muito reduzido pois é difícil a 
sua conservação. 
O método enzimático colorimétrico utiliza enzimas que tanto podem ser usadas 
como reagentes na determinação de um analito, ou serem elas próprias o analito a 
determinar. Tem sido crescente o uso de enzimas como reagentes analíticos, uma vez que 
oferecem a vantagem de maior especificidade para o substrato a ser determinado. (9) 
Os métodos enzimáticos na gama do UV avaliam as alterações na actividade ou 
concentrações de enzimas no soro que são predominantemente intracelulares e estão 
normalmente presentes em baixas concentrações. Pela detecção de alterações nos níveis 
destas enzimas durante situações patológicas, é possível inferir a localização e natureza da 
patologia. A quantidade de substrato transformado em produto durante uma reacção 
catalisada por uma enzima pode ser medida por um método analítico apropriado, como por 
exemplo alterações nas características de absorvância de um componente do sistema 
analítico. Serve de exemplo o caso das coenzimas NADH ou NADPH que podem ser 
monitorizados por alterações na absorvância a 340nm, durante a oxidação ou redução.  
Na tabela V encontram-se enumerados, de acordo com o respectivo método, os 
testes bioquímicos que são elaborados no autoanalisador Cobas 6000 – Módulo C501® com 
uma breve descrição do seu valor no diagnóstico e na monotorização. 




A albumina tem como função principal manter a pressão osmótica nos 
espaços intra e extravascular. Níveis elevados ocorrem em desidratação 
aguda, enquanto a diminuição dos seus níveis ocorre em situações variadas 
como inflamação, doença hepática, perda urinária, perda gastrointestinal, 
ascite e edema. (10) O doseamento da microabuminúria é importante na 
manutenção do dano renal em doentes diabéticos. 
Transferrina 
A avaliação dos níveis plasmáticos de transferrina é útil no diagnóstico 
diferencial da anemia e monitorização do tratamento da anemia 
ferropénica. (10) 
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A bilirrubina resulta do catabolismo do heme. O aumento de bilirrubina dá 
origem a icterícia, a qual pode ter diferentes causas como hemólise, 
doença hepatocelular, obstrução intra ou extrahepática, hereditárias e 
fisiológicas (neonatal). (11) 
Cálcio 
Certas patologias podem estar associadas ao aumento ou diminuição nas 
concentrações de cálcio no sangue. Algumas causas comuns de 
hipocalcémia são a insuficiência renal crónica, hipoparatiroidosmo, 
osteomalácia e hemorragia aguda. A hipercalcémia pode estar associada a 
doenças malignas, alterações da tiróide e hiperparatiroidismo. (10) 
Creatinina 
A creatinina é produzida a nível endógeno e é libertada a velocidade 
constante, sendo os níveis plasmáticos mantidos em limites estreitos. A sua 
clearence renal é um indicador de taxa de filtração glomerular. (10) 
Proteínas 
Totais 
As alterações mais comuns na concentração de proteínas, com relevância 
para o laboratório clínico, resultam da reacção de fase aguda, uma resposta 
inespecífica à inflamação ou dano tecidular. (10) A proteinúria permite 
averiguar a extensão do dano renal. 
Ferro 
A alteração do metabolismo do ferro está relacionada com várias outras 
patologias, incluindo anemia, doença cardiovascular, hepatite crónica, 
doença renal terminal e infecções. (10) 
Magnésio 
A deficiência de magnésio está associada ao desenvolvimento de 
hiperirritabilidade neuromuscular com tetania, indução da secreção de 
PTH e arritmia cardíaca. Por outro lado, a hipermagnesémia manifesta-se 
por depressão do sistema neuromuscular. (10) (12) 
Enzimático Colorimétrico 
Amilase 
A amilase é usada principalmente no despiste de doença pancreática. Além 
da pancreatite aguda, esta enzima pode encontrar-se elevada nas situações 
de ascite, peritonite, apendicite, doença neoplásica, colecistite e 
insuficiência renal. (10) 
Ácido Úrico 
O ácido úrico é o principal produto do metabolismo das purinas. A 
hiperuricemia pode estar associada a consumo excessivo de purinas na 
dieta, psoríase, insuficiência renal crónica e deficiência primária em enzimas 
do metabolismo. Este aumento pode ser responsável pela gota, o qual 





O colesterol é sintetizado de modo permanente em todo o organismo e é 
um componente essencial das membranas celulares e lipoproteínas. É 
igualmente, um percursor para a síntese de hormonas esteróides e ácidos 
biliares e de vitamina D. (10) 
Fosfatase 
Alcalina 
A determinação dos níveis séricos de fosfatase alcalina é de particular 
interesse na avaliação da doença hepatobiliar e doença óssea associada ao 
aumento da actividade osteoblástica. (10) 
Gama-GT 
A GGT tem origem no sistema hepatobiliar, estando a sua actividade 
elevada em todas as formas de doença hepática. O seu aumento é mais 
marcado, 5 a 30 vezes o valor normal, em casos de obstrução biliar intra-
hepática ou pós-hepática. É a enzima hepática mais sensível na detecção de 
icterícia obstrutiva, colangite e colecistite. (10) (13) 
Triglicerídeos 
Os triglicéridos constituem 95% do armazenamento de tecido gordo no 
organismo. Os quilomicrons contêm na sua composição 85% de 
triglicéridos. Todos os métodos de quantificação dos triglicéridos se 
baseiam na quantificação do glicerol. (10) 
Relatório de Estágio – Mestrado em Análises Clínicas João Pedro Fernandes 







A fosfatase ácida sérica é constituída por cinco isoenzimas produzidos 
pelos eritrócitos, plaquetas, células reticuloendoteliais do baço e fígado e 
células epiteliais dos rins, osso e próstata. A fosfatase ácida não prostática 
encontra-se aumentada nas situações de hipermetabolismo ósseo, 
nomeadamente, hiperparatiroidismo, doença de Paget e invasão maligna de 
tecido ósseo. A fracção prostática pode estar aumentada na existência de 




As transaminases permitem a detecção de hepatites, mas apesar do 
aumento dos níveis séricos de AST e ALT nas situações de lesão da 
integridade do hepatócito, a ALT é uma enzima mais específica do fígado e 
a elevação das suas concentrações persistem por um período mais 
alargado do que a AST. (10) (13) 
Creatinafosfo-
cinase 
A actividade da CPK encontra-se elevada em diversas patologias do 
sistema músculo-esquelético, cardíaco, sistema nervoso central e tiróide. 
(10) 
Glucose 
A determinação da glucose permite o despiste de patologias associadas a 
hiper e hipoglicemia. A patologia mais pesquisada é a diabetes que constitui 
um grupo de desordens metabólicas dos hidratos de carbono no qual há 
intolerância à glucose originando hiperglicemia. (10) 
Ureia 
A ureia é o produto metabólico nitrogenado existente em maior 
quantidade no organismo, proveniente do catabolismo proteico. A 
principal utilidade clínica na determinação sérica da ureia baseia-se no 
cálculo da razão ureia pela creatinina usada na discriminação de uremia pós 
e pré-renal. (10) 
Desidrogenase 
láctica 
No laboratório clínico, a LDH é útil na avaliação de enfarte do miocárdio, 
miocardite, insuficiência cardíaca, hemólise, e doença renal. (10) 
UV 
Fósforo 
A determinação da fosfatemia permite detectar situações patológicas 
associadas a hipofosfatemia, como o hiperparatiroidismo, alcalose 
respiratória, aumento da secreção de insulina enquanto que a 
hiperfosfatemia, advém da insuficiência renal, hipoparatiroidismo, acidose 
respiratória, entre outras. (10) (12) 
3.2.2. PROTEINOGRAMA ELECTROFORÉTICO 
A electroforese é utilizada para detectar anomalias nas proteínas séricas. A variação 
em concentração e composição de proteínas pode alterar-se em condições fisiológicas e 
patológicas. A destruição celular e alterações no metabolismo são responsáveis por grandes 
alterações na concentração proteica sérica e/ou alterações nas fracções proteicas. (10) A 
electroforese em gel de agarose, executada a pH 8.9 no sistema semiautomático Helena SAS 
1 & 2 ® apresenta como resultado final um proteinograma com 5 bandas: albumina e 
globulinas: α1, α2, β e γ. 
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3.2.3. HEMOGLOBINA GLICADA 
O doseamento da hemoglobina glicada é um parâmetro útil em doentes diabéticos 
permitindo-nos obter uma retrospectiva a longo prazo dos níveis de glucose no sangue. A 
formação de hemoglobina glicada é irreversível e o seu nível no sangue depende do tempo 
de vida do eritrócito (média de 120 dias) e da concentração de glucose no sangue. (10) A 
hemoglobina glicada é formada por condensação da glucose com a porção N-terminal da 
valina de cada cadeia da hemoglobina A, resultando numa base de Schiff instável. 
Posteriormente, sofre um rearranjo de Amadori formando a HbA1c. (12) 
Para a realização deste doseamento é usado um Adams Arkray-8160® que utiliza 
cromatografia líquida de alta eficiência. Este tipo de cromatografia usa uma coluna composta 
por resina de troca iónica de carácter catiónico de fase reversa. A leitura das fracções 
obtidas é realizada a 415 nm e 500 nm. Assim, nestes comprimentos de onda podemos 
obter as seguintes fracções: HbA1c, HbA1, HbF e hemoglobinas variantes. O tempo de 
eluição cromatográfico é de aproximadamente 4 minutos, após o qual se obtém o respectivo 
cromatograma. (14) No cromatograma, e consoante a migração das diferentes fracções, 
obtemos a respectiva razão para 100 % das percentagens correspondentes aos diferentes 
tipos de hemoglobina migrados. 
3.3. ANÁLISE QUÍMICA DE URINA E FEZES 
A análise de urina envolve três princípios básicos: a avaliação visual da cor e aspecto 
da amostra de urina, a detecção de determinadas substâncias usando tiras teste, e o exame 
microscópico do sedimento urinário. A detecção de sangue oculto nas fezes é o principal 
exame bioquímico que se realiza nas fezes. 
3.3.1. URISYS 2400 ® 
O Urisys 2400® é um sistema totalmente automático de análise de urinas destinado à 
determinação qualitativa ou semi-quantitativa in vitro de analitos da urina, incluindo 
leucócitos, nitritos, proteínas, glicose, cetonas, urobilinogénios, bilirrubina e eritrócitos, 
assim como o pH, a densidade específica, a cor e o aspecto. As principais funções deste 
analisador incluem a identificação de amostras, distribuição automática de tiras teste, 
pipetagem automática de amostras e leituras fotométricas. A leitura da densidade específica 
é efectuada numa célula de fluxo que é preenchida com a amostra de urina. O pH é 
determinado por intermédio dos indicadores vermelho de metilo, fenolftaleína e azul de 
bromotimol. Os leucócitos são revelados pela presença das esterases granulocitárias, este é 
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o parâmetro quantificado que apresenta uma maior desvio na rotina diária da realidade, 
como é posteriormente confirmado em análise do sedimento. O teste para detecção de 
proteínas baseia-se no princípio do erro proteico de um indicador de pH. O teste para 
nitritos é baseado na prova de Griess. A determinação da glucose é baseada na reacção 
específica da glucoseoxidase/peroxidase (método GOD/POD). O teste para os corpos 
cetónicos baseia-se no princípio da prova de Legal. Na determinação do urobilinogénio e 
bilirrubina, estes reagem com um sal de diazónio originando um corante azóico. A 
hemoglobina catalisa a oxidação do indicador através do peróxido de hidrogénio orgânico 
contido na zona teste, originando uma coloração azul-esverdeada. Nos casos em que o 
volume de amostra é inferior a 200ml, a análise pelo equipamento não é possível, sendo 
então realizada a técnica manual em que uma tira teste é mergulhada na amostra e a leitura 
feita por comparação visual das cores obtidas com tabela respectiva. Em todas as solicitações 
de análise sumária de urina é efectuada uma análise ao sedimento urinário. O sedimento 
urinário é observado a microscópio óptico, após centrifugação de 10 mL de amostra e 
desprezando o sobrenadante, fazendo ressuspender o sedimento. Observa-se dez campos 
diferentes com a objectiva de 40 e regista-se a presença de células epiteliais, leucócitos, 
eritrócitos, cilindros e cristais (com semi-quantificação) recorrendo-se a placas reticuladas 
comercializadas para o efeito. 
3.3.2. SANGUE OCULTO NAS FEZES 
As causas mais comuns de sangue oculto nas fezes são a úlcera péptica, a gastrite 
erosiva, o carcinoma gástrico, o carcinoma e pólipos adenomatosos do cólon. O método 
utilizado é o método cromatográfico sem dieta, onde a membrana do teste cromatográfico 
encontra-se coberta com anticorpo anti-hemoglobina na região da linha teste. Durante o 
teste ocorre a reacção da mistura (fezes com solução eluente) com a partícula coberta com 
anticorpo anti-hemoglobina humana. A mistura migra por cima da membrana por acção 
capilar para reagir com o anticorpo anti-hemoglobina, originando uma linha colorida. A 
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3.4. IMUNOLOGIA E ENDOCRINOLOGIA 
O laboratório de análises clínicas A.C.M. Lda. conta com vários analizadores nesta 
secção de trabalho. A determinação dos parâmetros em determinado analisador encontra-se 
predefinida, bem como o fluxo de trabalho normal. As amostras encontram-se no tubo 
primário de colheita que é tanto comum a esta secção como à de bioquímica clínica.   
Tabela VI – Determinações efectuadas na secção de Imunologia / Endocrinologia 















TSH, T3, T4, 
FT3, FT4 - - 
Imunoserologia 
Ac. anti-HVC, Ac. 
anti-HBc, Ac. 
anti-HB, Ac. anti-
HBs, Ag Hbe, Ac. 
anti-HVA, Ac. 
anti-CMV, Ac. 



































- - - 
Marcadores de 
Anemia Ferritina - 
Vitamina B12, 
Ácido Fólico - - 
 
A utilização dos analisadores Vidas®, Elecsys 2010® e Cobas e411® (Tab. VI) ocupou 
grande parte do meu estágio, pelo que contará com uma maior descrição nas páginas 
seguintes. Relativamente às técnicas manuais e aos procedimentos efectuado no Cobas 6000 
– Módulo C501® apenas me irei referir aos mesmos de forma resumida e na sua globalidade. 
3.4.1. ENZIMO-FLUORESCÊNCIA (ELFA) - VIDAS ® 
 O sistema Vidas® utiliza o método imunoenzimático por sandwich com detecção 
final por fluorescência. A reacção decorre na fase sólida (cone); os determinantes 
antigénicos/anticorpos da amostra são capturados pelas imunoglobulinas monoclonais ou 
antigénios fixados no cone e, após lavagem dos componentes não fixados, o anticorpo 
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marcado com fosfatase alcalina liga-se aos determinantes antigénicos. Uma segunda lavagem 
elimina o conjugado não fixado. Durante a etapa final de revelação, o substrato (4-metil-
umbeliferil fosfato) é hidrolisado a 4-metil-umbeliferona, sendo a reacção catalisada pela 
enzima do conjugado. O produto final emite fluorescência proporcional à concentração dos 
determinantes antigénicos. O sistema Vidas® é um sistema multiparamétrico de imunoensaio 
com 5 secções diferentes, tendo cada uma 6 posições de testes, o que permite que diversos 
parâmetros sejam efectuados em simultâneo. As análises podem ser realizadas teste a teste 
ou em série. (15) 
O sistema Vidas® (Fig. 9) utiliza testes unitários prontos a usar. Os cones são o 
suporte de pipetagem e a fase sólida da reacção, estando sensibilizados com antigénio ou 
anticorpo. A barrete contém todos os reagentes necessários à reacção. Os reagentes 
unitários são de uso único, tendo a vantagem de ausência de contaminação. Tem capacidade 
para a realização de 60 testes por hora, sendo a identificação do doente feita manualmente, 
sem código de barras. Cada lote tem uma calibração que é memorizada pelo aparelho. 
 
No sistema Vidas® efectuam-se as seguintes determinações: 
ALFA-FETOPROTEINA (AFP) 
A AFP é uma glicoproteína sintetizada pelo fígado, saco vitelino e em menor 
quantidade pelo trato gastrointestinal do feto. Foi identificada como antigénio oncofetal. 
Durante a gravidez, a concentração de AFP no líquido amniótico atinge o máximo na 13ª 
semana e diminui rapidamente até à 22ª semana, diminuindo depois progressivamente. O 
título de AFP no soro materno ou líquido amiótico tem interesse na detecção de anomalias 
do fecho do tubo neural, anencefalia e espinha bífida. Em 70% dos casos de carcinomas 
hepatocelulares a AFP encontra-se elevada. É também um marcador de escolha para os 
tumores germinais não seminomatosos. (16) 
Figura 9 
Sistema Vidas® - Biomérieux SA 
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Β-HCG 
A biossíntese da hCG é assegurada principalmente pelo sinciciotrofoblasto 
placentário. Durante os três primeiros meses de gravidez, a concentração sérica da hCG vai 
aumentar progressivamente até atingir um máximo, depois vai diminuir até à 16ª semana 
estabilizando até ao final da gravidez. O papel fisiológico da hCG é de manter o corpo 
amarelo, permitindo a sua transformação em corpo amarelo gestacional e de estimular a 
produção da progesterona e de estrogénios durante o primeiro trimestre da gravidez. Por 
outro lado, parece que a hCG intervém na diferenciação do tracto genital fetal. O 
doseamento da hCG é um elemento essencial do diagnóstico e do acompanhamento da 
gravidez (gravidez extra-uterina, embrião hidatiforme). É utilizada no rastreio pré-natal para 
rastreio de defeitos do tubo neural e síndrome de Down. A hCG pode também ser 
produzida por alguns tecidos tumorais, principalmente os de origem trofoblástica 
(coriocarcinoma). Neste âmbito, a hCG pode ser um marcador biológico de importante 
utilidade clínica, tanto para o prognóstico como para o acompanhamento terapêutico. (16) 
CA 15.3 
O CA-15.3 é um marcador complementar no prognóstico e seguimento do 
tratamento de pacientes com tumores malignos diagnosticados. O valor do teste pode 
diminuir após tratamento e aumentar em caso de recaída, doença residual e metástases. Está 
mais associada a cancros da mama, e alguns cancros do pulmão. (16) 
CA 125 
O CA125 está associado ao carcinoma do epitélio do ovário e a sua utilidade clínica 
aplica-se no follow-up de tumores uterinos. (16) 
FERRITINA 
A molécula de ferritina consiste num invólucro proteico e num núcleo de ferro. 
Encontram-se altas concentrações nas células do fígado e nos centros de reciclagem dos 
eritrócitos (células RE) no fígado, bílis e medula óssea. A ferritina existe nestes órgãos como 
fonte de reserva principal para fornecer ferro com função protectora contra o efeito tóxico 
do excesso e mantém uma reserva disponível para a eritropoiese. A ferritina também está 
presente no plasma onde a sua concentração é normalmente um indicador satisfatório do 
armazenamento de ferritina no organismo. (16) 
TESTOSTERONA 
A testosterona é uma hormona que existe em maiores concentrações no homem 
que na mulher, e que circula no plasma 60% ligada fortemente (SHBG), cerca de 40% ligada à 
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albumina e cerca de 2% na forma livre. A sua secreção é controlada no homem pela LH, que 
se liga os receptores das células de Leydig nos testículos, aumentando a conversão de 
colesterol em testosterona. Na mulher, a maioria da testosterona deriva do metabolismo da 
androstenediona, sendo secretadas pequenas quantidades directamente pelos ovários e 
glândulas suprarrenais. (17) O mecanismo de retroacção ao nível do hipotálamo e pituitária 
irá depender dos níveis de testosterona livre e seus metabolitos. A testosterona é utilizada 
no homem para avaliação da função das células de Leydig, monitorização da terapêutica de 
substituição com testosterona, etc. Pode também encontra-se aumentada nalguns tumores 
das células de Leydig e Sertoli, e em caso de resistência aos androgéneos. Nas mulheres, a 
deficiência em androgéneos não possui significado clínico, mas o seu excesso disturba o ciclo 
menstrual, conduz a hirsutismo e virilização. Os níveis de testosterona total poderão ainda 
aumentar ou diminuir sempre que existir um aumento ou diminuição dos níveis de SHBG, 
respectivamente. 
PROGESTERONA 
Esta hormona é essencialmente uma hormona feminina. É produzida principalmente 
pelo corpo lúteo nas mulheres não grávidas e pelas glândulas suprarrenais nos homens e 
mulheres após menopausa. Durante a gravidez a placenta é a principal fonte desta hormona. 
Circula no soro ligada à globulina de ligação ao cortisol (18%), ligada à albumina (79%) e na 
formal livre (cerca de 3%). A sua importância fisiológica relaciona-se com as alterações 
cíclicas produzidas no endométrio necessárias à nidação e desenvolvimento do embrião. (17) 
Ao nível do diagnóstico, a sua avaliação é utilizada para estudo da função luteínica (cujos 
defeitos poderão estar relacionados com infertilidade, menorragias, etc.), verificação da 
eficiência da indução da ovulação (um valor elevado no 21º a 22º dia do ciclo menstrual é 
indicativo de ovulação), monitorização da terapêutica de substituição com progesterona, 
avaliação do risco de aborto espontâneo nas primeiras semanas de gravidez (encontra-se 
reduzida nestas situações), etc. Poderá encontrar-se aumentada na hiperprolactinemia e nos 
tumores das células de Leydig. Os seus níveis são normalmente baixos durante a fase 
folicular, aumentam significativamente após a ovulação e atingem o máximo 5 a 9 dias depois 
(21ª a 23ª dia). Após este pico, e se não houver gravidez, há um declínio dos níveis 
plasmáticos de progesterona. 
LH 
A LH é produzida de forma pulsátil pelas células gonadotróficas da hipófise anterior, 
sob o controlo do hipotálamo. Uma regulação negativa é assegurada pelas hormonas 
esteróides, cuja produção é estimulada pela LH. No homem, a LH exerce a sua acção nas 
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células de Leydig do testículo, estimulando assim a produção de testosterona. Na mulher, 
em idade fértil, a LH em sinergia com a FSH intervém directamente no desenvolvimento dos 
folículos ovarianos aumentando a sua produção esteroidiana, e determina a ovulação. Na 
menopausa, a produção de estradiol diminui provocando o aumento da taxa sérica de LH. 
(17) 
CITOMEGALOVÍRUS 
O CMV, vírus pertencente à família Herpesviridae, encontra-se largamente distribuído 
na espécie humana. A sua transmissão ocorre por via vertical (durante a gestação, no 
trabalho de parto ou no aleitamento), ou por contacto com líquidos biológicos onde o vírus 
pode estar presente nomeadamente urina, saliva, sangue, sémen e fluidos vaginais. A 
transmissão pode ainda ocorrer em consequência de transfusões ou transplantes. Na maior 
parte dos casos a infecção pelo CMV está associada à ausência de sintomatologia ou a 
situações benignas, podendo nalguns casos ocorrer um síndrome mononucleósico com febre 
ou ainda hepatite. (18) Após a infecção primária, o vírus fica latente podendo sofrer 
reactivações ao longo da vida do hospedeiro. No entanto, em certos grupos de risco, a 
infecção pelo CMV pode tornar-se extremamente preocupante. Exemplos destes grupos são 
os imunodeficientes e a mulher grávida, esta última pelo risco de transmissão de infecção 
para o feto. No laboratório, em situações de IgM positiva realiza-se o teste de avidez das 
IgG, por forma a datar e dar seguimento à primo-infecção. 
RÚBEOLA 
A rubéola é uma infecção viral de curta duração, geralmente discreta e benigna, quer 
no adulto quer na criança. Caracteriza-se por linfoadenopatias, erupções maculopapulosas, 
febre e um mal-estar geral. A importância desta doença está relacionada com a sua 
capacidade de levar a malformações graves no feto cuja mãe foi infectada durante a gravidez, 
particularmente quando a primo-infecção se produz durante o primeiro trimestre. O vírus 
da rubéola transmite-se por gotículas de saliva ou pelas secreções nasofaríngeas. O indivíduo 
infectado é contagioso 8 dias antes a 8 dias após o início dos sinais clínicos. No período de 
incubação ocorre viremia e disseminação do vírus. (18) A serologia para a rubéola utiliza-se 
para verificação da existência de imunidade após vacinação, avaliação da imunidade antes ou 
durante a gravidez e avaliação da existência de infecção aguda. Neste último caso, os 
anticorpos possuem um pico máximo 2 semanas após o aparecimento da erupção, sendo 
necessária a demonstração do aumento de título de IgG durante 3 semanas e aparecimento 
de anticorpos de classe IgM. Se não houver aumento de IgG, este facto não permite excluir 
totalmente uma infecção de rubéola activa. Só a avidez das IgG permitirá afirmar o 
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diagnóstico da infecção da rubéola em curso e é efectuada em situações de positividade de 
IgM com recurso a laboratório externo subcontratado.  
TOXOPLASMOSE 
A toxoplasmose é uma parasitose provocada pelo parasita intracelular obrigatório 
Toxoplasma gondii, o qual possui como hospedeiro definitivo o gato. É uma afecção 
extremamente frequente e habitualmente benigna, com excepção da infecção primária na 
grávida (pelo risco de contaminação e lesão para o feto) e da infecção/reactivação nos 
imunodeprimidos. A infecção no homem pode ocorrer por via alimentar (quistos na carne 
mal cozinhada), via ambiental (oocistos libertados nas fezes dos gatos) ou transmissão 
vertical através da placenta lesada. (16) Para além do diagnóstico, será importante na primo-
infecção na grávida, determinar a data da contaminação para determinar o risco de 
contaminação fetal (a incidência de infecção fetal varia de acordo com a altura do período 
gestacional em que ocorreu a contaminação, sendo superior a partir da 29ª semana e 
inferior na fase pré-concepcional) e o prognóstico. Na infecção primária verifica-se o 
aparecimento de anticorpos anti-Toxoplasma gondii IgM, que desaparecem ao fim de 8 meses 
a 2 anos. A ausência prévia de anticorpos anti-Toxoplasma gondii IgG e um aumento do seu 
título entre duas colheitas realizadas com um intervalo de cerca de 2 semanas são a favor de 
uma primoinfecção. No caso de suspeita de infecção, a serologia pode também ser utilizada 
no controlo do recém-nascido: existindo infecção, após diminuição das IgGs maternas 
verificar-se-á um novo aumento, correspondendo agora às IgG produzidas pelo recém- 
nascido. Também nas situações de positividade de IgM se recorre à avidez das IgG, 
recorrendo ao laboratório externo subcontratado. 
HELICOBACTER PYLORI: 
O Helicobacter pylori é considerado actualmente como o principal agente etiológico 
das doenças gastroduodenais. É um bacilo gram-negativo, de forma espiralada, responsável 
pelas gastrites e implicado na úlcera gastroduodenal e no cancro gástrico. (19) A sua 
prevalência a nível da população portuguesa é bastante elevada, atingindo cerca de 80% de 
indivíduos em idade adulta. O diagnóstico laboratorial da infecção por Helicobacter pylori é 
complexo, podendo-se recorrer a métodos de diagnóstico directos e indirectos. Os 
métodos directos, como a cultura, o exame histológico e a detecção da actividade ureásica 
baseiam-se na detecção desta bactéria a partir de biopsias gástricas obtidas por endoscopia. 
Dentro dos métodos indirectos são largamente utilizados o teste respiratório com ureia 
marcada e a serologia. Recentemente foi desenvolvido um novo teste não invasivo, 
baseando-se na detecção de antigénios de Helicobacter pylori nas fezes. 
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HEPATITE A 
A hepatite A é causada pelo vírus da hepatite A (VHA), que possui genoma ARN da 
família Picornaviridae. A infecção manifesta-se clinicamente por uma patologia moderada 
anictérica ou hepatite severa com icterícia prolongada. Transmite-se predominantemente 
por via oral-fecal, sendo rara a sua transmissão sanguínea (viremia transitória), sexual 
(contactos anais) e por saliva (objectos contaminados). O seu período de incubação é de 28 
dias, em média, ao fim do qual surgem a febre, fadiga, mialgia, anorexia, náuseas, vómitos, 
icterícia, urina escura e fezes pálidas. A duração da infecção é variável mas normalmente os 
indicadores clínicos e bioquímicos regridem ao fim de 4 a 8 semanas, podendo o indivíduo 
manter-se transmissor por um período de tempo superior. Não evolui para a cronicidade. 
Existem alguns casos de hepatite fulminante atribuídos ao VHA. A hepatite é provocada pela 
destruição do hepatócito por acção directa do sistema imunitário e não por acção do vírus 
sobre os hepatócitos infectados. (18) 
O diagnóstico da infecção pelo VHA começa por ser clínico e bioquímico (aumento 
das transaminases e bilirrubina). No entanto, a confirmação da etiologia baseia-se 
essencialmente na determinação de anticorpos anti-VHA. A determinação do anticorpo anti-
HVA IgM é o método de eleição para diagnóstico de uma infecção aguda pelo VHA. O 
anticorpo anti-HVA IgG torna-se detectável durante a hepatite aguda e mantém-se positivo 
indefinidamente. 
HEPATITE B 
O vírus da hepatite B pertence à família Hepadnaviridae e é transmitido por via 
parentérica, sexual e vertical. O período de incubação é tipicamente cerca de 100 dias (pode 
variar de 2 a 6 meses). As manifestações clínicas da hepatite B podem variar de 
assintomáticas a hepatite fulminante fatal. Pode evoluir para cronicidade e conduzir a uma 
situação de hepatite crónica que, por sua vez, pode conduzir a cirrose hepática e a 
carcinoma hepatocelular. O vírus da hepatite B contém vários antigénios que são 
importantes no diagnóstico: antigénio HBs (surface), HBc (core) e HBe. O último pode ser 
visto como um precursor do antigénio HBc. É encontrado livre no soro e é um marcador de 
infecciosidade. Todos os três antigénios induzem a formação dos anticorpos 
correspondentes. A hepatite B aguda pode ser diagnosticada imunologicamente. O marcador 
imunológico mais importante é o AgHBs que é detectável no soro durante o período de 
incubação, mesmo antes do aparecimento dos sintomas típicos. Na doença não complicada o 
AgHBs diminui continuamente e desaparece do soro em 5 a 6 semanas. É, assim, um 
marcador para a monitorização do processo de cura. Após o aparecimento do AgHBs, o 
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AgHBe torna-se positivo. Só deve ser medido em doentes positivos para o AgHBs. Um 
AgHBe positivo indica uma elevada virémia e uma elevada infecciosidade. Contudo, na 
infecção com mutantes pré-core do VHB, o AgHBe permanece indetectável apesar de estar 
presente uma hepatite B grave. Dos anticorpos, o anti-HBc aparece precocemente no soro e 
permanece positivo durante anos. É detectável na hepatite B aguda e crónica, mesmo após 
resolução da infecção. O anti-HBe torna-se positivo após 3 a 4 meses durante a 
seroconversão (Fig. 10). Este teste é importante na avaliação do nível de viremia. A 
replicação viral é geralmente baixa se o anti-HBe está presente no soro. O último dos 
anticorpos é o anti-HBs, que se torna detectável após cerca de 6 meses, ou seja na fase de 









A hepatite C é causada pelo vírus da hepatite C (VHC), pertencente à família 
Flaviviridae que apresenta no seu genoma uma cadeia simples de sentido positivo de ARN. A 
transmissão ocorre essencialmente por via parenteral (transfusões, hemodiálise, exposição 
ocupacional, utilização de seringas contaminadas). A transmissão perinatal e por via sexual 
são pouco frequentes. (18) A infecção evolui para a cronicidade em cerca de 80% dos casos 
e é, na maioria dos casos, assintomática. A hepatite C crónica caracteriza-se por níveis 
flutuantes de alanina aminotransferase (ALT) e alterações da histologia hepática evoluindo 
para cirrose em 20% dos casos. O diagnóstico da hepatite C é efectuado por meio de 
técnicas serológicas directas e confirmado com técnicas de Imunobloting. 
No início do estágio, a pesquisa de anticorpos anti-VHC era realizada no 
equipamento Cobas e411®, passando a fazer, posteriormente, parte do fluxo de trabalho do 
instrumento VIDAS®. Esse processo de transferência foi concluído após uma validação de 
método que ocorreu utilizando os dois equipamentos em simultâneo e recorrendo a 
Figura 10 - Percurso normal da produção de anticorpos após infecção com hepatite B 
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amostras difíceis (índices de cut-off baixos e imunoblot indeterminado). Foram também tidas 
em conta outras variáveis importantes: o valor de preço por teste, as calibrações necessárias 
e as variações do controlo de qualidade interna e externa. Para validação do método foi 
ainda utilizado um terceiro laboratório subcontratado, onde as contra-análises eram 
realizadas Foram também realizados testes imunocromatográficos disponíveis 
comercialmente, que não obtiveram validação técnica laboratorial devido a apresentarem 
uma grande percentagem de falsos negativos em amostras verdadeiramente positivas. Esse 
processo, da minha responsabilidade, teve a duração aproximada de um mês e permitiu-me 
um contacto mais próximo com os programas de avaliação externa de qualidade em vigor no 
laboratório abordados adiante. 
IGE ESPECÍFICA E PHADIOTOPS 
Muitas alergias são mediadas por imunoglobulinas específicas (IgE). Nos doentes 
sensibilizados que sofrem deste tipo de hipersensibilidade, as IgEs mediadas (atópica ou 
anafilática) funcionam como ponto de contacto entre o alergénio e células especializadas que 
libertam histaminas e outros agentes quando na presença desses alergénios, desencadeando-
se uma reacção alérgica. Com base na história clínica, os testes in vitro de IgE específica 
podem auxiliar o clínico a identificar o alergénio (ou alergénios) para o qual o doente está 
sensibilizado. (16) 
3.4.2. ELECTROQUIMIOLUMINISCÊNCIA - COBAS E411® & ELECSYS 2010 ®  
Para os doseamentos efectuados nestes dois auto-analisadores (Fig. 11) de 
funcionamento análogo utiliza-se electroquioluminiscência estando disponíveis testes com 
três princípios diferentes: 
Competitivo 
Para analitos de baixo peso molecular (exemplo: T3): Ao anticorpo anti-T3, ligado ao 
complexo de ruténio, são adicionadas micropartículas de estreptavidina e T3; os anticorpos 
ainda livres são ocupados e os complexos anticorpos-haptenos ligam-se às micropartículas; o 
reagente livre é removido; a quantidade de luz produzida é inversamente proporcional à 
quantidade de antigénio na amostra do paciente. (20) 
Sandwish 
Para analitos de elevado peso molecular (exemplo: TSH): A amostra do paciente é 
combinada com o anticorpo anti-TSH biotinilado e um anticorpo específico para TSH ligado 
a ruténio; os anticorpos capturam a TSH presente na amostra. Num segundo passo, as 
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micropartículas são adicionadas e o reagente livre é lavado; a quantidade de luz produzida é 
directamente proporcional à quantidade de TSH. (20) 
Bridging 
Para detecção de anticorpos: Apresenta um princípio similar ao método sandwich, à 
excepção da detecção de anticorpos em vez de antigénios e as reacções decorrem em fase 
sólida com anticorpos monoclonais. (20) 
  
Figura 11 – Analisadores utilizados: Cobas e411® (esquerda) e Elecsys 2010® (direita) 
FSH 
A FSH é produzida de forma pulsátil pelas células gonadotróficas da hipófise anterior 
sob controlo do hipotálamo. É assegurado um retrocontrolo negativo principalmente pela 
inibina, cuja produção é estimulada pela FSH. No homem, a FSH exerce a sua acção em 
algumas células do tubo seminífero, as células de Sertoli. Na mulher em idade fértil, a FSH 
em sinergia com a LH intervém directamente no desenvolvimento dos folículos ovarianos 
aumentando a sua produção esteroideia, e determina a ovulação. Além disso, a FSH estimula 
algumas células foliculares (células da granulosa) levando à produção de inibina. No início da 
menopausa, a produção de inibina diminui e observa-se um aumento importante do nível 
sérico de FSH. O doseamento de FSH, associado ou não da LH, é um parâmetro essencial da 
exploração da função da reprodução. Tanto no homem como na mulher amenorreica, taxas 
elevadas demonstrarão um hipogonadismo primário e taxas baixas devem levar à pesquisa de 
um hipogonadismo secundário. (17) 
ESTRADIOL 
O estradiol faz parte dos três estrogéneos cuja avaliação é utilizada na prática clínica. 
O estradiol corresponde ao estrogéneo mais abundante na mulher em idade fértil, sendo 
quase totalmente de origem ovárica; na grávida, o estrogéneo mais abundante é o estriol 
(metabolito da estrona e dos estradiol) e na pós-menopausa passa a ser a estrona (de 
origem ovárica e parte resultante da conversão periférica da androstenediona). No homem, 
a maioria do estradiol é produzido nos testículos. O estradiol encontra-se no plasma 
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maioritariamente na forma conjugada: 60% ligado à albumina, 38% à globulina de ligação às 
hormonas sexuais (SHBG) e 2 a 3% na forma livre. O seu papel fisiológico relaciona-se com 
o desenvolvimento das características femininas secundárias, na mulher e no homem permite 
o desenvolvimento equilibrado dos espermatozóides. A sua avaliação pode ser utilizada para 
diagnosticar estádios hiperestrogénicos, como os tumores das células de Leydig nos 
testículos e tumores das células granulosa-tecais, para confirmação da menopausa, na 
avaliação da ovulação, e na avaliação das alterações do ciclo menstrual ou fertilidade. (17) 
PROLACTINA 
A prolactina é uma hormona produzida pelas células lactotróficas da pituitária. O 
controlo da sua secreção é essencialmente inibitório, pela dopamina, existindo no entanto 
alguns factores que induzem a sua secreção como a TRH. A sua secreção é pulsátil (daí que 
por vezes se recomende a determinação em amostras colhidas sequencialmente com 
intervalo de cerca de 30 minutos) e sofre variação circadiana, com concentrações mais 
reduzidas ao meio-dia e mais elevadas durante o sono. A sua libertação é estimulada pela 
amamentação e por factores que induzem a inibição da dopamina, tais como fármacos 
antidopaminérgicos. O seu papel a nível fisiológico relaciona-se essencialmente com a 
indução e manutenção da lactação, podendo, quando em concentrações elevadas, inibir a 
actividade das gónadas, tanto no homem como na mulher. (17) 
A determinação das concentrações de prolactina é especialmente útil na avaliação da 
hiperprolactinemia. Na mulher, a determinação da prolactinemia é utilizada sobretudo na 
avaliação da amenorreia primária e secundária, galactorreia, infertilidade, suspeita de 
prolactinomas e hirsutismo. No homem, o seu doseamento utiliza-se na avaliação da 
ginecomastia, hipospermia, oligospermia, impotência e também na suspeita de prolactinomas. 
HIV I II + AG P24 (IV GERAÇÃO) 
O vírus da imunodeficiência humana (VIH), o qual pode ser de dois tipos, VIH1 e 
VIH2, é o agente etiológico da síndrome de imunodeficiência adquirida (SIDA). É transmitido 
por contacto sexual, parenteral, perinatal, transplacentário. A infecção pelo VIH é uma 
infecção crónica, uma vez que o hospedeiro infectado é incapaz de eliminar o agente 
infeccioso. (18) O percurso patogénico desta infecção passa por três fases: fase primária, 
caracterizada por uma elevada replicação viral e ausência de resposta imunológica por parte 
do hospedeiro; fase assintomática, caracterizada por cargas virais baixas devido à forte 
resposta imunológica do hospedeiro; fase sintomática: com aparecimento de infecções 
oportunistas devidas à diminuição da resposta imunológica, causada pela diminuição dos 
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linfócitos T-CD4+. Os métodos de diagnóstico da infecção pelo VIH dividem-se em dois 
grupos: métodos directos, onde se põe em evidência a presença da partícula viral ou de 
componentes dessa partícula viral (isolamento viral, PCR, antigénio p24), e métodos 
indirectos, onde se põe em evidência a presença de anticorpos específicos para os antigénios 
virais (testes de rastreio e testes confirmatórios). A presença de anticorpos numa amostra é 
suficiente para concluir que se trata de alguém infectado pelo VIH. Isto apenas não se verifica 
no caso de crianças recém-nascidas (idade inferior a 18 meses) cujas mães sejam 
seropositivas para o VIH, uma vez que os anticorpos maternos (IgG) são transferidos 
passivamente através da placenta. A detecção combinada da antigenemia p24 e dos 
anticorpos anti-VIH1 e anti-VIH2 (ensaios de 4ª geração) reduz o tempo de detecção da 
infecção após exposição para cerca de 16 dias. (21) Os testes de rastreio apresentam como 
características principais o facto de terem sensibilidade de 100% (não deverão ocorrer falsos 
negativos) e uma especificidade pouco abaixo dos 100%. (21) Esta última faz com que 
possam ocorrer resultados falsos positivos, daí que qualquer resultado positivo num teste de 
rastreio imponha a sua confirmação por testes com maior especificidade (Western Blot). 
ENDOCRINOLOGIA TIROIDEIA 
A TSH constitui o principal factor de estimulação da glândula da tiróide que 
determina a produção das hormonas T3 e T4. Em contrapartida, estas hormonas exercem 
um retrocontrolo na hipófise anterior que trava a secreção de TSH. A secreção da TSH 
está, além disso, sob o controlo do sistema nervoso central pelo intermédio da TRH e de 
neuromediadores como a somatostatina ou a dopamina. A medição da concentração de TSH 
é o parâmetro mais fiável para excluir uma disfunção tiroideia. No caso de hipertiroidismo, a 
concentração de TSH diminui fortemente. Nos casos de hipotiroidismo primário, a 
concentração da TSH é sempre nitidamente muito superior ao normal, acompanhada por 
uma diminuição das hormonas da tiróide. (22) 
A tiroxina (T4) e a triiodotironina (T3) são conjuntamente conhecidas como 
hormonas da tiróide. São sintetizadas na glândula tiróide pela iodinação e acoplamento de 
duas moléculas de tirosina enquanto ligadas a uma proteína complexa chamada tiroglobulina. 
A glândula tiróide secreta a maioria da T4 mas só cerca de 20% da triiodotironina (T3) é de 
origem tiroideia. Os tecidos periféricos, especialmente o fígado e rim, desionizam a T4 para 
produzir aproximadamente dois terços da T3 circulante. A maioria das células é capaz de 
captar a T4 e desionizá-la na forma biologicamente mais activa, T3. É a T3 que se liga aos 
receptores e desencadeia os efeitos nos órgãos alvo das hormonas da tiróide. As hormonas 
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da tiróide são essenciais para a maturação normal e metabolismo de todos os tecidos no 
organismo, influenciando as taxas de síntese de proteínas e hidratos carbono. 
No plasma, mais de 99,95% da T4 é transportada ligada a proteínas. A TBG 
transporta cerca de 70% da T4, a albumina aproximadamente 25% e a transtiretina 
(designada antigamente por pré-albumina) cerca de 5%. Mais de 99,5% da T3 é transportada 
pelas mesmas proteínas. É a concentração da forma não ligada, livre, da T3 e T4 que é 
importante para os efeitos biológicos das hormonas, incluindo o feedback da hipófise e 
hipotálamo. O hipertiroidismo é caracterizado pelo aumento da produção de hormonas da 
tiróide. O hipotiroidismo é caracterizado pela diminuição da produção de hormonas da 
tiróide. 
Os anticorpos anti-tiroideus são encontrados em várias patologias da tiróide e outras 
doenças auto-imunes, dirigindo-se contra vários antigénios da glândula e das hormonas 
tiroideias. Estes incluem os anticorpos anti-tiroglogulina (anti-TG), anticorpos anti-
peroxidase (anti-TPO), anticorpos contra os receptores da TSH, etc. Os anti-TG aparecem 
aumentados em indivíduos com tiroidite de Hashimoto (patologia autoimune que cursa com 
a destruição da glândula tiróide que se manifesta clinicamente sob a forma de 
hipotiroidismo); doença de Graves (forma de hipertiroidismo causado pelo aparecimento de 
anticorpos contra receptores da TSH) e outras patologias autoimunes, aparecendo também 
em muitos indivíduos eutiroideus. No entanto, níveis elevados de anticorpos anti-TPO 
surgem aumentados com mais frequência que estes. Como tal, a avaliação dos ATG torna-se 
mais útil na interpretação de resultados da determinação dos níveis de tiroglobulina visto 
que podem interferir com os imunoensaios utilizados para a sua determinação. (22) 
MARCADORES TUMURAIS (TPSA, FPSA, CEA E CA 19.9) 
O CEA é uma proteína oncofetal cuja presença no plasma em determinadas 
concentrações poderá estar associada à presença de tumores gastrointestinais, 
essencialmente do cólon. É, portanto, considerado um marcador tumoral, sendo 
recomendado como indicador de prognóstico, detecção de recorrências e monitorização de 
terapêutica no cancro do cólon, pela American Society for Oncology, não devendo ser utilizado 
como rastreio dada a elevada sobreposição de valores em estados malignos e não malignos. 
Níveis elevados de CEA são também encontrados noutras situações não malignas como 
algumas patologias hepáticas, lesões inflamatórias do tracto gastrointestinal, infecções, nos 
fumadores, etc. Sendo a sua metabolização hepática, lesões a este nível poderão conduzir a 
um aumento das concentrações séricas de CEA. (16) 
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O PSA-Total é uma serina protease sintetizada pelas células epiteliais da glândula 
prostática, responsável pela liquefacção do sémen de forma a promover a libertação e 
motilidade dos espermatozóides. Cerca de 5-40% do PSA-Total encontra-se na forma livre. 
A sua determinação é útil no rastreio, monitorização do tratamento e prognóstico de 
doentes com cancro da próstata. Ao contrário da maioria dos marcadores tumorais 
apresenta uma elevada especificidade para o tecido prostático, no entanto, não é 
exclusivamente indicador de malignidade, podendo encontrar-se elevado também na 
hiperplasia prostática benigna (HPB), prostatite aguda e crónica, retenção urinária, massagem 
prostática, etc.. (16) 
A determinação do PSA-Livre aumenta a especificidade do PSA-Total na detecção do 
cancro da próstata, especialmente quando os valores de PSA-Total se encontram entre 4 e 
10 ng/mL. A utilização da razão PSA-Livre/PSA-Total poderá reduzir o número de biopsias 
desnecessárias. Quanto mais baixa a percentagem de PSA-Livre, maior a probabilidade de 
cancro da próstata.  
O CA19.9 encontra-se associado aos carcinomas gástricos e pancreáticos, sendo um 
bom indicador na eficácia do tratamento e na detecção de recidivas. (16) 
ÁCIDO FÓLICO E VITAMINA B12 
O ácido fólico intervém em muitas reacções metabólicas como transportador de 
grupos carbono. A deficiência em ácido fólico pode ocorrer por má absorção intestinal, 
ingestão insuficiente, aumento das necessidades (gravidez, doença oncológica) ou por 
interferência de outros fármacos (metotrexato, por exemplo). A vitamina B12 está envolvida 
na maturação dos eritrócitos e no metabolismo geral das células somáticas. A deficiência em 
vitamina B12 pode estar associada à falta de factor intrínseco, pode ser secundária a 
patologias gastrointestinais (gastrectomia, inflamação, etc.). (10) 
3.4.3. COBAS 6000 – MÓDULO C501® 
PROTEINA C REACTIVA  
A PCR é uma glucoproteína que normalmente não se encontra presente no soro, 
sendo um indicador inespecífico de fase aguda. Esta proteína aparece em infecções e 
agressões com inflamação. O doseamento da PCR é utilizado para detectar processos 
inflamatórios sistémicos, avaliar o tratamento das infecções bacterianas com antibióticos, 
fazer a distinção entre a forma activa e inactiva de doenças com infecção concomitante, por 
exemplo, em doentes que sofrem de SLE ou colite ulcerosa, para controlar 
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terapeuticamente as doenças reumáticas, avaliar a terapêutica anti-inflamatória e para 
distinguir entre infecção e rejeição de transplante da medula óssea. (10) 
FACTOR REUMATÓIDE  
Os factores reumatóides são importantes para o diagnóstico da artrite reumatóide 
mas também podem ser encontrados noutras doenças reumáticas inflamatórias e em várias 
doenças não reumáticas: processos inflamatórios crónicos, doenças infecciosas como 
endocardite bacteriana subaguda, malária, sífilis, lepra, leishmaniose, tuberculose e doenças 
auto-imunes como o LES. Também são encontrados em pessoas saudáveis acima dos 60 
anos sem especificidade. 
IMUNOGLOBULINAS (IGA, IGM E IGG) 
A IgG é particularmente importante na defesa a longo prazo do organismo contra 
infecções, uma vez que, apresenta uma resposta mais lenta, mas mais sustentada do que a 
IgM a um estímulo antigénico primário. Contudo, os níveis de IgG sobem rapidamente se re-
expostos ao mesmo estimulo antigénico. A IgG promove a fagocitose e activa o 
complemento. (16) 
A IgM tem como função principal na resposta imunitária a aglutinação de patogénios 
e a activação da via complementar clássica. (16) 
A IgA secretória é a imunoglobulina predominante nas secreções corporais, tais 
como a saliva, lágrimas, secreções nasais, muco traqueobrônquico e secreções gástricas. A 
função essencial desta IgA reside na ligação a microrganismos nas mucosas, a activação da via 
alternativa do complemento e a activação de reacções inflamatórias. (16) 
TASO (TÍTULO DE ANTI-ESPTREPTOLISINA O)  
As infecções por estreptococos do grupo A são uma das causas mais comuns de 
infecções bacterianas humanas, provocando doenças como a febre reumática aguda, 
glomerulonefrite aguda, faringite aguda, sinusite, pneumonia, escarlatina, gangrena e linfangite. 
A estreptolisina O é uma hemolisina produzida pelos estreptococos do grupo A. Num 
indivíduo infectado, a estreptolisina O age como um antigénio proteico ao qual o doente cria 
uma resposta imunitária mediada por anticorpos. Os níveis aumentam numa semana e têm o 
seu pico 3-6 semanas após infecção. Na ausência de complicações ou reincidência da 
infecção, geralmente o nível de TASO cairá para níveis de pré-infecção dentro de 6-12 
meses. 
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3.4.4. TÉCNICAS MANUAIS 
ROSA BENGALA:  
A brucelose é uma zoonose transmitida aos seres humanos por animais infectados. 
Pode ser causada por qualquer uma das 4 espécies de Brucella: Brucella melitensis (a mais 
comum e mais virulenta) adquirida a partir de: cabras, ovelhas e camelos; Brucella abortus, 
existente no gado ovino; B. suis nos suínos; e B. canis nos cães.  
O serodiagnóstico clássico das infecções agudas por Brucella baseia-se na pesquisa e 
titulação dos anticorpos da classe M (aglutinantes) e IgG anti-antigénios polissacarídicos A e 
M da parede celular, utilizando as reacções imunológicas de aglutinação directa de Huddleson 
(método em lâmina), de Rosa de bengala (método em lâmina) e de Wright (método em 
tubo). 
REACÇÃO DE WIDAL 
As salmoneloses são infecções provocadas por microorganismos gram-negativos da 
família das enterobactérias, as Salmonelas. A serotipagem baseia-se na reactividade 
imunológica dos antigénios somáticos, “O”, que são predominantemente lipopolissacáridos, 
e dos antigénios capsulares, “H”. 
As manifestações clínicas e gravidade da infecção por microorganismos do género 
Salmonela irão depender do serotipo envolvido. Estas podem distinguir-se clinicamente em 
salmoneloses “não tifóides” e “tifóides”. O serotipo Salmonella typhi é o responsável pela 
febre tifóide. Este serotipo tem o homem como único reservatório e pode existir em 
portadores saudáveis. Os serotipos paratyphi A, B e C, provocam uma síndrome semelhante 
à febre tifóide. O único teste laboratorial específico para o diagnóstico da salmonelose é o 
seu isolamento em cultura. Existem no entanto métodos de serodiagnóstico que, apesar da 
sua reduzida inespecificidade e sensibilidade, continuam a ser muito solicitados, tais como a 
reacção de Widal. 
SIFILIS (RPR) 
A sífilis é uma infecção crónica causada por uma espiroqueta, o Treponema pallidum 
subespécie pallidum. É habitualmente transmitida por via sexual (mas também de transmissão 
congénita) e caracteriza-se por episódios de doença activa interrompidos por períodos de 
latência. Após um período médio de incubação de 2 a 6 semanas, aparece uma lesão 
primária frequentemente associada a linfoadenopatia regional (sífilis primária). Um estadio 
bacteriémico secundário, associado a lesões cutâneo-mucosas generalizadas (sífilis 
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secundária) é seguido por um período latente de infecção subclínica que pode durar muitos 
anos (sífilis latente). Em cerca de 1/3 dos casos não tratados segue-se um estádio terciário, 
caracterizado por lesões cutâneo-mucosas, músculo-esqueléticas e parenquimatosas, 
progressivamente destrutivas, aortite ou patologia sintomática do sistema nervoso central 
(sífilis terciária). O T. pallidum é um microorganismo fastidioso, não cultivável em meios de 
cultura habituais, sendo a sua presença normalmente demonstrada de forma indirecta por 
testes serológicos. Os anticorpos desenvolvidos em resposta a um contacto do organismo 
com o T. pallidum classificam-se como não treponémicos e treponémicos. Os anticorpos não 
treponemais aparecem entre 1 e 4 semanas após a infecção e permanecem elevados até que 
se inicie a terapêutica antimicrobiana ou quando o paciente entra na fase tardia da infecção. 
Uma vez iniciada a terapia antimicrobiana eficaz, os títulos dos anticorpos não treponemais 
começam a declinar, frequentemente atingindo níveis não detectáveis antes do final do 
tratamento. Tem-se verificado nos últimos anos um aumento no caso de RPR’s positivas, que 
são confirmadas em laboratório externo pelo doseamento de anticorpos anti-T. pallidum 
totais. 
3.5. MICROBIOLOGIA 
Embora a área da microbiologia seja uma área bastante abrangente, e tendo o 
Laboratório A.C.M. Lda., valências para operar em todas as áreas desta, apresenta 
normalmente um fluxo de trabalho específico e muito restrito, efectuado principalmente 
exames microbiológicos de urina (aproximadamente 80%), coproculturas, análise 
bacteriológica a exsudados, e exames micológicos. 
3.5.1. SISTEMA VITEK 2 COMPACT ® 
Actualmente a área da microbiologia conta com os métodos automáticos mais 
avançados de identificação e susceptibilidade a antibióticos, os sistemas Vitek 2® e Vitek 2 
Compact® da BioMérieux SA utilizam a mesma tecnologia para identificação de 
microorganismos e para o teste de susceptibilidade de antibióticos e por essa razão são 
apresentados em conjunto. 
Este sistema possui uma unidade de leitura de códigos de barras das cartas de 
identificação e antibiogramas; o aparelho inclui: uma câmara de enchimento de cartas por 
vácuo, uma zona de selagem das cartas e uma zona de incubação e leitura automática de 
cartas (por turbidimetria e colorimetria) e um potente software e base de dados que que 
analisa e interpreta os dados enviados pelo sistema de leitura do aparelho. Este software 
Relatório de Estágio – Mestrado em Análises Clínicas João Pedro Fernandes 
P á g i n a  | 44 
inclui o chamado AES (Advanced Expert System), o qual cruza a informação da identificação e 
do antibiograma. Esta informação permite a avaliação dos valores de CMI e a identificação de 
alguns fenótipos de acordo com os resultados obtidos. Esta avaliação final indica se o 
resultado do antibiograma é consistente com a bactéria identificada. (23) 
Cartas de identificação: Cada carta possui poços que contêm substratos bioquímicos 
desidratados. Não são necessários reagentes adicionais, pelo que se elimina deste modo o 
risco de omissão ou de erro.  
Cartas de antibiograma: A carta teste de susceptibilidade aos antibióticos contém poços 
contendo os substratos de antibióticos. 
Deste modo, a maioria dos microrganismos são identificados e em seguida são feitos 
os seus antibiogramas por este sistema, permitindo uma maior segurança nos resultados 
obtidos. Uma vez que as cartas são seladas, a possibilidade de contaminação é menor. Por 
esta razão, as contaminações colocam-se muitas vezes do lado do utilizador no momento da 
manipulação das caixas ao fazer as suspensões que encherão as cartas.  
O procedimento para a realização dos testes de identificação dos microorganismos 
isolados e dos seus testes de sensibilidade aos antibióticos, através do sistema Vitek 2 
Compact®, é executado segundo as indicações do fornecedor.  
3.5.2. PROCESSAMENTO LABORATORIAL 
Em seguida descrevem-se resumidamente as principais observações a reter para cada 
diferente análise bacteriológica, destacando as mais efectuadas no laboratório A.C.M. Lda. 
COPROCULTURAS 
As infecções do aparelho gastrointestinal têm uma alta incidência na população em 
geral, com grande morbilidade em alguns grupos de etários, como é o caso das crianças e 
idosos. Os antecedentes epidemiológicos, a existência de factores predisponentes, a 
presença de sinais e sintomas clínicos e o tipo de diarreia devem orientar na pesquisa do 
agente etiológico. As enterocolites agudas são infecções do intestino delgado ou do cólon 
devidas a bactérias entero-invasivas, bactérias toxinogénicas não invasivas e a exotoxinas 
bacterianas produzidas nos alimentos. As bactérias com características invasivas, capazes de 
destruir a mucosa, aderem às células epiteliais, penetram e multiplicam-se, originando a 
síndroma desintérico com ulcerações características, que dão origem a fezes múltiplas com 
sangue e pus (Shigella, Salmonella, Campylobacter jejuni, Yersinea enterocolitica, Escherichia coli). 
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(19) As bactérias produtoras de exotoxinas ou enterotoxinas fixam-se à superfície da 
mucosa, mas não penetram no epitélio e produzem uma exotoxina. Verifica-se um fluxo de 
líquidos através da parede celular com aumento de secreção dos sucos digestivos (Vibrio 
cholerae, Escherichia coli, Clostridium perfringens, Clostridium difficile, Bacillus cereus produtor de 
enterotoxina termolábil, Campylobacter jejuni).  
No laboratório A.C.M. Lda., as coproculturas são direccionadas principalmente para 
área geográfica onde este está inserido, privilegiando a pesquisa de Salmonella, Shigella, 
Campylocabter jejuni, E. coli O157:H7 e Cryptosporidium parvum. O procedimento é efectuado 
segundo fluxograma abaixo descrito (Fig. 12). 
Após isolamento bacteriano, a sua respectiva identificação e antibiograma é realizado 
recorrendo ao sistema Vitek 2®. Na área geográfica onde o estágio foi desenvolvido 














A espermocultura serve de auxiliar de diagnóstico nas infecções do trato genital 
masculino. Os microrganismos mais frequentemente valorizados são Neisseria gonorrhoeae, 
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Figura 12 - Fluxograma seguido na realização de coproculturas no Laboratório A.C.M. Lda 
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fresco e pesquisar ao microscópio óptico a presença células, leucócitos, eritrócitos, formas 
leveduriformes e filamentosas de fungos. 
EXAME MICOLÓGICO 
A inoculação de amostras em Sabouraud é já parte integrante de exames culturais 
das seguintes amostras: exsudado vaginal, exsudado uretral, espermocultura, exsudado 
purulento, exsudado auricular e exsudado ocular. Das amostras dos restantes produtos só é 
realizado exame micológico quando especificamente prescrito pelo médico.  
O exame micológico baseia-se principalmente na sementeira em meio Sabouraud 
com clorafenicol e gentamicina, a 37ºC durante 48 horas; caso se verifique a presença de 
colónias suspeitas deve procede-se ao exame a fresco, a prova da filamentação pode ser útil 
nos casos de identificação de espécies micológicas do género Candida spp. 
Para a pesquisa de fungos filamentosos colocar o meio Sabouraud com clorafenicol e 
gentamicina a 25ºC durante pelo menos uma semana, observando o crescimento a cada 24 
horas. Se se verificar o crescimento de fungo filamentoso a sua identificação é feita com base 
nas suas estruturas morfológicas características. 
EXPECTORAÇÃO 
Nas vias aéreas inferiores, as infecções pulmonares crónicas podem resultar de 
numerosas bactérias no parênquima pulmonar. Manifestam-se por sinais pulmonares 
discretos e variáveis consoante o agente infeccioso (por exemplo, Mycobacterium 
tuberculosis). A pleurisia resulta de infecções da cavidade pleural acompanhada de um 
exsudado inflamatório, as quais podem ser devidas a Streptococcus pneumoniae ou 
Staphylococcus aureus. (19) O diagnóstico das infecções respiratórias inferiores é 
frequentemente dificultado pela contaminação das amostras por flora comensal da 
orofaringe durante a colheita. O laboratório deve processar apenas amostras de boa 
qualidade. Uma amostra de boa qualidade é definida pelo exame directo. Proceder à 
coloração de Gram num dos esfregaços e no outro à coloração de Ziehl-Neelsen, se pedida 
a pesquisa de micobactérias, nomeadamente Bacilo de Koch (B.K.). 
EXSUDADO AURICULAR / OCULAR 
A otite média é uma infecção muito frequente em bebés e crianças, sendo os agentes 
mais frequentes S. pneumoniae, S. pyogenes e H. Influenzae. (19) As infecções oculares incluem 
infecções das estruturas externas do olho (blefarites, conjuntivites e queratites), das 
estruturas internas do olho (endoftalmites) e infecções do sistema lacrimal (canaculites, 
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dacriocistites, dacrioadenites). A nível do saco conjuntival existe uma flora saprófita 
constituída principalmente por Staphylococcus epidermidis, S. aureus, Corynebacterium spp e 
Propionibacterium acnes. 
EXSUDADO OROFARINGEO 
As infecções das vias respiratórias superiores são muito frequentes, sendo a maior 
parte de etiologia viral. O diagnóstico bacteriológico dessas situações representa uma 
tentativa de identificar, entre uma flora endógena abundante, o(s) agente(s) implicado(s) na 
infecção. Vários agentes patogénicos tais como o S. pneumoniae, S. pyogenes, H. influenza, N. 
meningitidis, leveduras e membros das Enterobacteriaceae, podem constituir uma flora 
transitória ou estar presente em pequeno número na orofaringe de indivíduos saudáveis. 
(19) 
A principal causa de faringite é viral. Na faringite bacteriana o principal agente causal 
é o Streptococcus β-hemolítico do grupo A. Outras causas de faringite são a Neisseria 
gonorrhoeae, Corynebacterium diphtheriae, Bordotella pertussis, devendo a pesquisa destes 
agentes ser feita exclusivamente quando existe suspeita clínica e por solicitação específica do 
médico. Assim, por rotina só será investigada a presença de Streptococcus β-hemolíticos dos 
grupos A, C e G de Lancefield. A possível investigação de outros agentes no laboratório 
A.C.M. Lda. só é feita por prescrição orientada. 
EXSUDADO VAGINAL/URETAL 
A determinação de amostras apropriadas para o diagnóstico de infecções do aparelho 
genital depende do local de infecção e dos microrganismos. Algumas infecções do aparelho 
genital feminino são devidas a microrganismos endógenos cuja patogenicidade é activada por 
factores do hospedeiro ou por desequilibrio da flora saprófita. (19) 
Nas cervicites: infecções do epitélio do endocolo marcadas por uma leucorreia 
purulenta, os principais microrganismos associados são Chlamydia trachomatis e Neisseria 
gonorrhoeae. As uretrites são infecções da uretra com sintomatologia mais marcada no 
homem que na mulher, as quais podem apresentar infecções assintomáticas (Chlamydia 
trachomatis, Neisseria gonorrhoeae). As vaginites e bartolinites, infecções do epitélio vaginal e 
das glândulas de Bartholin, estão associadas à flora comensal (Gardnerella vaginalis). 
Habitualmente pesquisa-se a presença de fungos (nomeadamente Candida spp), parasitas 
(Trichomonas vaginalis) e bactérias (Gardnerella vaginalis). A possível pesquisa de outros 
agentes, nomeadamente Streptococcus β-hemolíticos do grupo B de Lancefield (Streptococcus 
agalactiae), Neisseria gonorrhoeae, Chlamydea trachomatis, Mycoplasma hominis e Ureaplasma 
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urealyticum, só serão efectuadas mediante prescrição orientada. Em grávidas, fazer sempre 
sementeira em gelose de sangue para pesquisa de Streptococcus agalactiae. Em crianças, 
mulheres no pós-parto e sempre que seja prescrito pelo médico fazer sementeira em gelose 
de sangue para pesquisa de Streptoccocus grupo B. 
URINA 
As infecções do aparelho urinário são uma das infecções mais frequentes no Homem. 
A infecção urinária aguda é geralmente causada por bactérias da flora intestinal saprófita que 
invadem o aparelho urinário por via ascendente através da uretra, após contaminação 
através da flora fecal e perineal. No entanto, a via de contaminação também poderá ser 
descendente ou hematógenea (secundária a uma septicemia), iatrogénea (flora comensal) ou 
exógenas (introduzidas por cateter ou sondas vesicais). Os agentes etiológicos mais 
frequentes nas crianças e adultos são as Enterobacteriacea com grande destaque para a 
Escherichia coli. Em doentes com factores de risco como algaliação permanente, cálculos 
urinários e outras patologias do aparelho urinário, o leque de agentes etiológicos alarga-se a 
outros microrganismos, como Pseudomonas spp, Staphylococcus spp, Enterococcus spp e 
fungos. (19)  
O procedimento para a realização de uroculturas descreve-se na tabela VII. 
Tabela VII - Procedimento a observar na realização de uma urocultura 
1 º Semear com ansa calibrada de 10 µl o meio de CPS Id3. 
2 º Incubar em aerobiose, em estufa a 37ºC durante 18 a 24h. 
3 º Após executada a sementeira, retirar uma parte de urina para um tubo de ensaio e centrifugar a 1500 rotações / minuto, durante 5 a 10 minutos. 
4 º Rejeitar o sobrenadante e colocar uma gota de sedimento para observação a fresco. 
 
A avaliação do sedimento urinário a fresco reveste-se de extrema importância na 
abordagem inicial ao pedido de um exame cultural à urina, a quantificação de elementos 
presentes pode ser estratificado e uma primeira interpretação pode ser realizada. 
3.5.3. TESTE DE SENSIBILIDADE AOS ANTIBIÓTICOS (TSA) 
O TSA deve ser efectuado em situações específicas: para qualquer microrganismo 
que seja responsável por um processo infeccioso e que necessite de terapêutica 
antimicrobiana, para estudos epidemiológicos de resistência e em estudos de novos agentes 
antimicrobianos, em todos os microrganismos isolados de locais geralmente estéreis, nas 
situações clínicas que requerem terapêuticas prolongadas, na ausência de resposta à 
terapêutica empírica instituída. 
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No laboratório A.C.M. Lda., o antibiograma respectivo é efectuado por métodos 
instrumentais recorrendo ao Vitek 2®, embora em situações especiais recorra-se aos 
métodos clássicos como o de difusão em disco – Método de Kirby Bauer. 
3.5.4. EXAME PARASITOLÓGICO DE FEZES 
As fezes devem ser recolhidas, e entregues rapidamente no laboratório. Deve 
repetir-se a colheita de amostras duas as três vezes para evitar um período negativo e 
quando possível é necessário recolher informações relativas ao paciente para melhor avaliar 
as técnicas a escolher: viagens, sintomas, eosinofilia, tratamentos prescritos.  
Após recolha, a amostra deve ser avaliada quanto a: aspecto das fezes, consistência e 
cor, aspecto macroscópico para pesquisa de vermes adultos (para pesquisa de oxiúros, 
ténias, ascaris), deve efectuar-se um exame microscópico directo (para observar o aspecto 
sumário da digestão, a presença de formas vegetativas de amibas e flagelados) e um exame 
microscópico após concentração (procurando essencialmente ovos, quistos e larvas). O 
método utilizado durante o estágio no exame parasitológico com concentração é o método 
de Ritchie modificado, disponível comercialmente e que utiliza a mesma base técnica do 
original (com centrifugação, formol e lugol) mas que torna todo o processo mais cómodo e 
resolutivo, originando o mesmo grau de eficácia do primeiro.  
 A microbiologia, a parasitologia e a micologia são, como já referido, áreas bastante 
abrangentes, devendo utilizar-se resultados de outras áreas laboratoriais (nomeadamente 
resultados imunológicos) sempre que possível para avaliar resultados e fornecer respostas 
mais concretas e correctas possíveis. 
 
4. FASE PÓS - ANALÍTICA 
4.1. CONTROLE DE QUALIDADE 
O Controlo de Qualidade Interno é o conjunto de procedimentos postos em prática 
num laboratório com vista a permitir um controlo de qualidade dos resultados das análises à 
medida que as mesmas são executadas. Tem como objectivo garantir a detecção de 
anomalias, avaliação de erros e sua imediata correcção. (24) 
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CQI 
O controlo de qualidade interno é efectuado tendo em conta os critérios definidos 
para cada analisador e para cada procedimento.  
 
Devido à heterogeneidade de técnicas analíticas existentes, e de forma a harmonizar 
o controlo de qualidade interno no laboratório A.C.M. Lda., foram definidas directrizes 
gerais, que são especificamente adaptadas a cada processo. De um modo geral temos: 
- Utilização de controlos universais de dois níveis diferentes (normal e patológico) no início 
de cada dia de trabalho 
- Repetição de amostras de utentes no mesmo dia retiradas aleatoriamente e executados em 
diferentes fases do dia de trabalho 
- O CQI em técnicas serológicas, imunológicas e de endocrinológicas é realizado aquando da 
abertura de novos lotes, duas vezes por semana, intercalando entre os níveis patológicos e 
normal e sempre que se justifique (Fig. 13).  
No que toca ao controlo de qualidade interno, tive oportunidade de elaborar cartas 
de controlo, (Fig. 14) utilizando para isso os valores diários observados do CQI e ainda a 
utilização de amostras cegas previamente doseadas. O laboratório tem especificações de 
qualidade analítica definidas para a maior parte dos parâmetros analíticos utilizando critérios 
onde a imprecisão utilizada é menor que aquela observada seguindo os valores da variação 
biológica. 
Figura 13 - Carta de controlo interno para alguns parâmetros do hemograma 
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Tabela VIII - Vantagens de um programa de AEQ 
Avaliação Externa da Qualidade 
Manter e melhorar a qualidade analítica dos testes laboratoriais 
Melhorar a concordância inter-laboratorial e elevar os padrões analíticos 
Detectar falhas em equipamento, identificar problemas em reagentes, e rever os 
procedimentos da equipa técnica 
Inicializar e avaliar acções correctivas 
Comprar diferentes métodos analíticos 
 
 Tendo em conta o cenário macroeconómico actual, a escolha dos parceiros para 
efectuar a avaliação externa laboratorial deve atender principalmente às especificidades dos 
métodos, aos relatórios interpretativos produzidos e também ao seu custo. Para o mesmo 
leque de parametrizações podem observar-se discrepâncias no seu custo que justificam a 
elaboração de um plano anual de AEQ por diferentes programas. Nesta fase do estágio fiz 
parte da equipa que estudou, planeou e concluiu a distribuição das áreas de AEQ pelos 
diferentes programas, com o objectivo de reduzir o custo dos mesmos, mantendo a mesma 
fiabilidade dos resultados. 
 
 
O Laboratório A.C.M. Lda., participa, actualmente, em quatro programas distintos: 
I.N.S.A. (Instituto Nacional de Saúde Dr. Ricardo Jorge); RIQAS (United Kingdom National 
External Quality Assessment Services); A.E.F.A. (Associação Espanhola de Farmacêuticos 
Analistas) e S.E.Q.C. (Sociedade Espanhola de Química Clínica) (Tab. XII). 
 
Figura 15 – Parte do relatório RIQAS para o parâmetro FT4 
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Tabela IX - Programas de AEQ do laboratório A.C.M. Lda. 






Morfologia de sangue 
periférico Bioquímica clínica Microbiologia 
Serologia de infecto--
contagiosas 
Sangue oculto nas 
fezes 
Imunologia e 
endocrinologia  Técnicas manuais 
Grupo sanguíneo e 
factor Rh 
Tempo de 
Protrombina e PTT   
Teste de gravidez na 
urina    
Trimestralmente Mensalmente Trimestralmente Mensalmente 
4.2. VALIDAÇÃO BIOPATOLÓGICA DE RESULTADOS 
A validação final biopatológica de resultados é o procedimento final antes da 
conclusão de determinado pedido, verifica-se nesta fase a concordância de todos os 
parâmetros analíticos com o processo individual de cada utente e o seu historial clínico. É 
também nesta fase que o director técnico avalia a necessidade de contacto com o clínico 
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5. CONCLUSÃO 
Embora já desempenhe a minha actividade profissional na área das análises clínicas 
desde o término do mestrado em Ciências Farmacêuticas em 2008, a realização deste 
estágio permitiu uma consolidação da informação teórica adquirida tanto neste mestrado 
que agora termina, como também no mestrado anterior, que focaliza a vertente do 
medicamento e do agente de saúde pública, ligando ambos e permitindo uma envolvência 
bastante maior entre eles. O estágio permitiu-me: testar e controlar os métodos usados na 
execução das análises clínicas, colaborar na obtenção das amostras e sua manipulação, 
informação e preparação dos doentes para a correcta obtenção das mesmas, elaboração dos 
procedimentos de trabalho para os equipamentos e procedimentos analíticos, controlar a 
qualidade técnica e instrumental e a manutenção dos equipamentos, colaborar na 
implementação de novos procedimentos, participar nos programas de formação nos quais 
esteja implicado o laboratório, colaborar na continuidade de melhoria do processo de 
certificação da qualidade, participar em programas inter-laboratoriais de avaliação externa da 
qualidade e trabalhar em equipa multidisciplinar focalizada no utente. 
A abrangência das análises clínicas e as suas plurivalências, obrigam cada vez mais a 
uma formação direccionada. O aprofundamento progressivo do conhecimento educacional 
em determinada área específica é cada vez mais necessário, e permitirá com mais facilidade a 
obtenção de resultados profissionais e pessoais proveitosos e com qualidade. 
Embora tenha terminado o estágio em análises clínicas, sinto que a minha formação 
não terminou, antes pelo contrário. Assim, é meu desejo melhorar e, por isso, permanecer 
em constante aprendizagem durante o percurso profissional, regendo-me na minha prática 
diária por elevados padrões morais, éticos e deontológicos de modo a dignificar e a exercer 
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